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RESÚMEN 
 
 
El término Retinosis Pigmentaria (RP) engloba a un grupo de enfermedades hereditarias 
de la retina, caracterizadas por una degeneración progresiva de los fotorreceptores, que 
comienza con la muerte celular de los bastones seguidos de los conos, resultando una 
discapacidad visual que puede llegar a ser absoluta. Es una condición muy heterogénea, 
tanto fenotípica como genéticamente. En conjunto, este grupo de trastornos de la retina, 
representa la forma hereditaria más común de discapacidad visual en el hombre, con una 
prevalencia estimada de 1 de cada 3.000 a 1 de cada 5.000 personas en el mundo. 
 
La RP se puede heredar de modo autosómico dominante (RPad), recesivo o rasgo 
recesivo ligado a X. Hasta ahora se han identificado más de 80 genes asociados con la 
enfermedad, la mayoría de ellos relacionados con el ciclo visual; sin embargo, algunos de 
los genes asociados a la RP no son específicos de la retina y se expresan de manera 
ubicua en todo el organismo, como son PRPF3, PRPF8, PRPF31 y PRPF4, que codifican 
proteínas esenciales la maduración del pre-ARNm, un proceso denominado splicing. 
Mutaciones en estos genes son responsables del 12% de los casos de RPad. Uno de 
ellos, PRPF31 es el gen causante de RP con penetrancia incompleta RP11 y el más 
común de estos factores asociado a RP. La preponderancia de mutaciones que producen 
proteínas truncadas en RP11 sugiere la haploinsuficiencia como base fisiopatológica. Esta 
idea se refuerza porque aparece penetrancia incompleta en relación al nivel de expresión 
del alelo silvestre.  
 
Para el estudio de la patología molecular de la enfermedad y la formulación de futuras 
terapias, se han sido diseñados modelos de ratón apropiados. La estrategia utilizada para 
la generación de mutantes PRPF31 fue la utilización de un constructo recombinante por 
mutagénesis dirigida que podría dar lugar a dos tipos de modelos de ratón. El primero es 
un modelo de mutación puntual que imita el cambio de patógenos A216P identificado en 
una de las familias con RP11. La homología entre el ratón y las proteínas PRPF31 
humanas es del 99% y el aminoácido en posición 216 está altamente conservado en todas 
las especie. El vector que porta la mutación puntual en el exón 7 (A216P) fue desarrollado 
de tal manera que dos sitios loxP flanquean el exón 7, lo que permite la eliminación de 
este fragmento con la recombinasa Cre. El modelo de ratón knock-in ya ha sido analizado 
hasta la edad de 12 meses. Hasta el momento se han observado algunos cambios en la 
histología de la retina como vacuolización y acúmulo de material amorfo entre el epitelio 
pigmetario y la membrana de Bruch. 
 
La RP se caracteriza por una degeneración progresiva de los fotorreceptores, sin embargo 
las alteraciones observadas hasta la fecha en el modelo Prpf31A216P/+ knock-in no han 
mostrado un fenotipo claro de degeneración de los fotorreceptores, sino cambios a nivel 
del epitelio pigmentario. Por ello profundizamos en la caracterización fonotípica de este 
modelo animal y nuestros resultados muestran un fenotipo claro de degeneración del 
epitelio pigmetario con presencia de lesiones drusenoides en la retina, adelgazamiento del 
espesor retiniano medido por OCT, disminución de la amplitud de la onda c del 
electrorretinograma y disminución de la visión espacial medida con el test optomotor. 
Curiosamente, observamos estas alteraciones que se asemejan más con las descritas en 
otros modelos animales de degeración macular asociada a la edad. 
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Por otro lado, no existe un tratamiento eficaz que pueda prevenir o revertir la pérdida de la 
visión asociada a RP. Sin embargo, en humanos y en modelos animales, la introducción 
en el ojo de genes funcionales usando vectores virales (terapia de sustitución génica) 
restauró la visión de forma notable en una forma recesiva de Amaurosis Congénita de 
Leber causada por mutaciones en el gen RPE65. Esto abre las puertas a la posibilidad de 
restaurar la visión en otras degeneraciones de fotorreceptores como es el caso de la RP 
causada por mutaciones en el gen PRPF31. 
 
Los vectores son sistemas que ayudan en el proceso de transferencia de un gen exógeno 
a la célula, facilitando la entrada y biodisponibilidad intracelular del mismo, de tal modo que 
este pueda funcionar correctamente. Existen vectores orgánicos e inorgánicos. Todos los 
virus se unen a sus células diana e introducen su material genético en la célula huésped 
como parte de su ciclo de replicación. Gracias a esta capacidad los virus pueden ser 
utilizados como vehículos para transferir genes 'sanos' a una célula humana. El virus 
adenoasociado (AAV) es un virus muy pequeño, no autónomo, que contiene ADN lineal de 
cadena sencilla. AAV es de particular interés para la terapia génica debido a su limitada 
capacidad aparente para inducir respuestas inmunitarias en el ser humano, un factor que 
debe influir positivamente en la eficiencia de la transducción de vectores y reducir el riesgo 
de cualquier patología inmunológica asociada. 
 
Realizamos terapia génica en el ratón Prpf31A216P/+ knock-in mediante inyección 
subretinana con el vector AAV2 portando el trasgen PRPF31. Realizamos seguimiento de 
los animales durante 6 meses y logramos una adecuada expresión del gen a nivel del 
epitelio pigmentario de los ratones. Sin embargo no observamos mejoría de la visión 
espacial ni recuperación de la amplitud de la onda c. En estudios histológicos visualizamos 
infiltrados de células similares a macrófagos en el sitio de la inyección, donde se observó 
que la capa de fotorreceptores presentaba un aspecto atrófico con pocas capas de núcleos 
en la capa nuclear externa de la retina. Sin embargo con el uso de vectores no virales se 
observó recuperación de la visión espacial y disminución de la atrofia de la retina en el 
seguimiento a un mes. Esto es una prueba de concepto de que la terapia génica utilizando 
PRPF31 podría tener un efecto terapéutico en el manejo de esta distrofia retiniana. 
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Tradicionalmente se ha hablado de retina 
neurosensorial (capas 1 a 9) y EPR, sin 
embargo podemos matizar aún más. 
Hablamos de retina sensorial cuando nos 
referimos a las neuronas de primer 
orden, es decir, conos y bastones. La 
retina neural estaría constituida por las 
neuronas de segundo orden, como las 
células bipolares. Una mutación a nivel 
del fotorreceptor produce el deterioro del 
mismo en enfermedades como la 
retinosis pigmentaria, en la cual el 
defecto se origina en los bastones pero 
con el tiempo afecta también a los conos. 
El deterioro del fotorreceptor tiene 
consecuencias graves para la 
organización de la retina que queda, ya 
que la retina neural requiere señales de 
la retina sensorial para mantener la 
estructura bien organizada. Cuando se 
desaferencia la retina neural, las 
neuronas de segundo orden producen 
nuevas dendritas y germinan 
profusamente, estableciendo contactos 
inapropiados e  invadiendo otras capas 
(remodelación de la retina). Esto conlleva 
a una destrucción casi total de la 
estructura en capas de la retina5. 
 
 
1.1.3 CICLO VISUAL 
 
En los humanos el estímulo visual es la 
radiación luminosa del espectro que 
abarca unas longitudes de onda entre 
400 y 760 nm, con un margen de 
funcionamiento muy amplio, desde la luz 
más brillante hasta la luz más tenue8. La 
transducción visual o fototransducción es 
el proceso mediante el cual un  fotón de 
luz genera una respuesta nerviosa en los 
fotorreceptores9,10. La rodopsina de los 
bastones y las opsinas de los conos son 
moléculas de pigmento contenidas en la  
porción apical de los fotorreceptores que 
generan  una compleja cascada de 
reacciones enzimáticas y bioquímicas 
como respuesta a la luz9. Este proceso 
conlleva el cierre de los canales 
catiónicos de la membrana del 
fotorreceptor y finalmente su 
hiperpolarización. El sistema visual es 
único en el sentido que el mecanismo de 
transducción implica en la membrana 
plasmática una hiperpolarización en vez 
de una despolarización, lo que significa 
que su potencial de membrana se vuelve 
más negativo. Posteriormente, la señal 
eléctrica se transmite hacia las células 
bipolares y ganglionares de la retina, 
para finalmente, procesar estas señales 
en patrones complejos que son 
transferidos al cuerpo geniculado lateral y 
de allí, a la corteza visual de los  lóbulos 
occipitales. 
 
EL ESTÍMULO FÍSICO Y LA 
PERCEPCIÓN VISUAL 
 
La luz es la radiación electromagnética 
detectada por nuestros ojos. Esta 
radiación la podemos describir bien 
considerando un modelo corpuscular, 
bien  considerando un modelo 
ondulatorio. En el primer caso podemos 
considerar que la luz está compuesta por 
pequeñas partículas denominadas 
fotones que  representan unidades 
(cuantos) de energía.  En el segundo 
caso la luz, al igual que cualquier otra 
onda, puede ser caracterizada en 
términos de  su longitud, frecuencia y 
amplitud. En realidad, la luz posee 
propiedades tanto de partícula como de 
onda. Ambas características están 
cuantitativamente relacionadas, pues 
cuanto más breve sea la longitud de 
onda mayor es la energía11. Las 
características de onda se aplican para 
entender las propiedades ópticas del ojo 
y las propiedades de partícula (fotón) se 
aplican para explicar la estimulación de 
los fotorreceptores. 
 
FOTOTRANSDUCCIÓN 
 
1. Pigmentos visuales 
 
Los fotorreceptores pueden responder a 
la luz debido a que contienen altas 
concentraciones de pigmento visual en 
las membranas de los discos de sus OS. 
El pigmento visual de los bastones es la 
rodopsina (Fig. 9). La rodopsina está 
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asociados con el procesamiento del 
ARNm (splicing factors; en inglés) 
PRPF31, PRPF3, PRPF8, como genes 
asociados a este tipo de herencia. 
 
RP AUTOSÓMICA RECESIVA (RPar) 
 
Es el tipo más frecuente de RP 
hereditaria, representa aproximadamente 
del 20% al 30% de los casos (39% de los 
casos en España)33 con 48 genes 
identificados y 3 loci mapeados hasta la 
fecha (tabla 1). La RPar afecta por igual 
a hombres y mujeres. La consanguinidad 
refuerza la probabilidad de que un rasgo 
recesivo se manifieste. Los padres son 
sanos pero portadores de la enfermedad, 
pudiendo transmitir el gen anormal a 
alguno de los hijos. Su gravedad es 
mayor, sin embargo las posibilidades de 
transmisión se reducen al 25%. 
 
RP LIGADA AL CROMOSOMA X (RPx) 
 
Es el tipo menos frecuente de RP 
hereditaria, representando del 6% al 10% 
de casos. Hasta la fecha se han 
identificado 3 genes y 3 loci implicados 
en este tipo de herencia (tabla 1). Los 
genes RPGR y RP2 se encuentran entre 
los más comunes en los casos de RPx, 
estimándose que representan entre un 
70% - 90% y entre un 10% - 20% de los 
casos de RPx, respectivamente32. La 
expresión fenotípica del gen está ligada 
al género, encontrándose el gen recesivo 
anormal en el cromosoma X. En este tipo 
de patrón los varones están afectados y 
las mujeres son las portadoras del gen 
anómalo. Este tipo de herencia se 
caracteriza por la no transmisión de la 
enfermedad de padres varones a hijos 
varones, puesto que los varones aportan 
únicamente el cromosoma Y a sus hijos 
varones. Es la forma más grave de RP, 
los síntomas comienzan a edades muy 
tempranas y evoluciona rápidamente.   
 
 
 
 
 
OTRAS FORMAS DE RP 
 
Esporádica 
 
El afectado/a es el primer miembro de la 
familia que padece la enfermedad y 
aparentemente no existe ninguna 
vinculación a la herencia. Es la 
denominada de RP simple.  
 
RP digénica 
 
Se produce cuando los genes alterados 
para la enfermedad se encuentran en 
dos cromosomas diferentes en el mismo 
individuo. La interacción entre los dos 
genes causa la RP. Algunos casos se 
han asociado con mutaciones 
heterocigotas simultáneas en los genes 
ROM1 y PRPH232. 
 
RP mitocondrial 
 
Las mitocondrias tienen su propio ADN, y 
son heredadas de la madre. Los defectos 
en el ADN mitocondrial conducen a gran 
variedad de trastornos sindrómicos. Sin 
embargo, debido a la complejidad de la 
genética mitocondrial, la aparición es 
variable. Algunas formas de RP 
complicada, como el Síndrome de 
Kearns-Sayre y algunas formas del 
Síndrome de Usher se cree que se 
heredan siguiendo un patrón  
mitocondrial34. 
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Tabla 1. Genes causantes de RP identificados hasta la fecha32. 
 
 
 LOCI GEN 
 
 
RPad RPE63 
BEST1, CA4, CRX, FSCN2, GUCA1B, HK1, IMPDH1, KLHL7,  
NR2E3, NRL, PRPF3, PRPF4, PRPF6, PRPF8,  PRPF31, PRPH2 
(RDS), RDH12, RHO, ROM1, RP1,  RP9,  RPE65, SEMA4A, 
SNRNP200, TOPORS 
 
 
 
 
 
RPar RP22, RP29, RP32 
ABCA4, ARL2BP, BBS1, BBS2, BEST1, C2orf7, C8orf37, CERKL, 
CLRN1, CNGA1, CNGB1, CRB1,  DHDDS,  DHX38, EMC1,  EYS, 
FAM161A, GPR125,  IDH3B, IMPG2,  KIAA1549,  KIZ, LRAT, MAK, 
KERKT, MVK, NEK2, NR2E3,  NRL, PDE6A, PDE6B,  PDE6G, 
PRCD,  PROM1, RBP3, RGR,  RHO,  RLBP1, RP1, RP1L1,  RPE65,  
SAG,  SLC7A14,  SPATA7,  TTC8, TULP1,  USH2A,  ZNF513 
 
RPx 
RP6, RP24, 
RP34 
OFD1, RP2, RPGR 
 
 
1.2.3 DEFECTOS GENÉTICOS QUE 
CAUSAN RP 
 
El creciente descubrimiento de 
mutaciones genéticas asociadas a 
formas de RP está llevando a un 
incesante crecimiento del conocimiento 
de estas entidades a nivel molecular. 
Sabemos que un alelo mutante de un 
gen puede comportarse de diversas 
formas, dependiendo de la parte del gen 
en que se produzca el cambio de 
secuencia y de la situación del otro alelo. 
Es el caso de los alelos nulos, que se 
pueden heredar de forma recesiva, sin 
causar enfermedad, si basta con una 
copia correcta del gen para generar 
producto suficiente para mantener una 
función normal. Pero los alelos nulos 
también se pueden asociar a herencia 
dominante por “haploinsuficiencia”, si no 
basta con una copia buena del gen para 
generar producto suficiente y mantener 
una función normal. 
 
Las funciones de los diferentes genes 
asociados a RP pueden agruparse en 
cinco categorías principalmente: 1) 
fototransducción,   2)  metabolismo de  la  
 
 
 
 
 
retina, 3) desarrollo y mantenimiento de 
tejidos, 4) estructura celular y 5) 
empalme del ARNm. 
 
Se han identificado hasta ahora más de 
80 genes y loci asociados a RP32. 
Algunos de los genes han sido clonados 
y de su estudio se desprende que en su 
mayoría se expresan predominante o 
específicamente en la retina. Sin 
embargo, el conjunto de estos genes 
conocidos sólo representan algo más de 
la mitad de los casos de pacientes 
afectos con RP. Las mutaciones más 
comunes encontradas en pacientes con 
RP ocurren en genes de la 
fototransducción, como la rodopsina. El 
gen de RHO fue el primer gen descrito 
ligado a la RP. Dicho gen codifica para 
una proteína transmembrana (Fig. 20) de 
los discos de los bastones. Las 
mutaciones en dicho gen son 
responsables del 20% al 25% de los 
casos de RPad. Se han identificado más 
de 100 mutaciones en RHO, lo que 
podría explicar la heterogeneidad clínica 
de la enfermedad. 
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La RP se caracteriza por una 
degeneración progresiva de los 
fotorreceptores. La naturaleza progresiva 
de la enfermedad a menudo conduce 
finalmente a la ceguera funcional. Hasta 
la fecha no existe un tratamiento eficaz 
que pueda prevenir o revertir la pérdida 
de la visión. Se han hecho avances tanto 
en la ralentización de la degeneración de 
los fotorreceptores como en la mejora de 
la función de éstos usando factores 
neuroprotectores52, antioxidantes53, 
medicamentos54, células madre o 
progenitores celulares55. En humanos y 
en modelos animales, la introducción en 
el ojo de genes funcionales usando 
vectores virales (terapia de sustitución 
génica) restauró la visión de forma 
notable en una forma recesiva de LCA 
causada por mutaciones en el gen 
RPE6556,57. Esto abre las puertas a la 
posibilidad de restaurar la visión en otras 
degeneraciones de fotorreceptores a 
través de terapia génica58,60.   
 
En la actualidad, las diversas disciplinas 
enfocan el problema de la terapéutica de 
la RP desde muy diversos prismas. Esta 
disparidad de criterios se ha interpretado 
por el colectivo de afectados como un 
problema de conflicto de intereses entre 
los diversos profesionales involucrados 
en el estudio del problema o manejo de 
los pacientes. La realidad es que ninguna 
de las alternativas terapéuticas que se 
barajan para un futuro debe considerarse 
como definitiva o excluyente del resto, 
sino complementaria de las demás y 
aplicable según el estadio y subtipo de la 
enfermedad que afecte al paciente. 
 
Las posibles terapias futuras para los 
enfermos de RP incluyen: 
- Terapia farmacológica 
- Terapia celular 
- Retinas artificiales 
- Terapia génica 
 
TERAPIA FARMACOLÓGICA  
 
En la actualidad no hay ningún 
tratamiento con el que se hayan obtenido 
resultados contrastados. Tan sólo se 
hacen una serie de recomendaciones: 
 
o Protección contra la luz solar con la 
utilización de filtros específicos. 
o Ejercicio 
o Dieta equilibrada con aporte 
adecuado de vitaminas, sobre todo 
vitamina A. 
o Determinados factores de protección: 
 
1. Ácido Decosahexaenoico (DHA) 
 
El DHA es un lípido abundante en los 
fotorreceptores y parece ser una 
sustancia esencial en el proceso de la 
RP. Es un factor trófico y parece inhibir, 
al menos in vitro, la apoptosis, jugando 
un papel esencial en el metabolismo del 
calcio y en la isquemia de la retina. El 
DHA presenta un efecto protector parcial 
en la retina, donde niveles disminuidos 
de DHA en los segmentos externos de 
los bastones aumentan la susceptibilidad 
al daño en la retina provocado por la luz. 
El DHA es necesario para el desarrollo 
de la retina y del cortex cerebral. La 
deficiencia de DHA en el periodo fetal 
podría ser esencial en la RP, máxime si 
la nutrición se realiza con fórmulas 
artificiales que presentan niveles 
menores de DHA. Más del 70% de todos 
los afectados de RP tienen deficiencias 
de DHA en plasma, eritrocitos y esperma.  
En un diagnóstico precoz o al inicio de la 
presencia de signos degenerativos en los 
fotorreceptores, el suplemento oral de 
DHA podría tener beneficios e incluso 
reducir parcialmente la degeneración59. 
 
2. Calcioantagonistas 
 
Existen otros tratamientos inhibidores de 
la apoptosis que pueden inhibir total o 
parcialmente el proceso de la 
degeneración de los fotorreceptores, son 
los  calcioantagonistas. En este sentido 
recientemente se ha estudiado en ratas 
con distrofia de retinas que el Diltiazen 
paraliza el proceso degenerativo en la 
retina60. 
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3. Otros factores de protección 
 
Sustancias tróficas como el Factor 
Neurotrófico Ciliar, antioxidantes y 
sustancias hemodinámicas, han 
demostrado eficacia en la lucha contra la 
evolución natural de la RP. La 
administración de Factor Neurotrófico 
Ciliar a través de células encapsuladas 
reduce la degeneración de fotorre-
ceptores en modelos animales con RP61. 
 
TERAPIA CELULAR 
 
Los avances en neurobiología y micro-
cirugía oftalmológica han cosechado 
importantes avances en el campo de la 
transferencia de células, bien EPR, bien 
fotorreceptores (conos y bastones62). La 
controversia de estas técnicas tal vez 
aparezca en la necesidad de trabajar con 
células madre humanas obtenidas a 
partir de embriones criopreservados, así 
como el momento de la indicación de los 
trasplantes. No obstante, el desarrollo de 
la técnica de producción de células 
madres pluripotentes inducidas (iPSC) y 
el estudio de los factores que controlan 
su diferenciación pueden dar sus frutos 
los próximos años. 
 
La tecnología de iPSCs fue descrita por 
primera vez en el laboratorio del Dr. 
Yamanaka, 2007 quien demostró junto a 
Takahashi y col. la transformación de 
fibroblastos humanos en células 
pluripotentes a través de la expresión 
ectópica de cuatro factores de 
transcripción (Oct3/4, Sox2, Klf4 y c-Myc) 
63
. Estos trabajos le hicieron merecedor 
del premio Nobel de Medicina en 2012.  
 
Las células iPSC pueden cultivarse en 
laboratorio y mediante reprogramación 
celular son inducidas a diferenciarse en 
la población celular deseada. Se 
distinguen dos fases: la primera consiste 
en la desdiferenciación de las células 
somáticas adultas para alcanzar un 
estado pluripotente, y una segunda fase 
de diferenciación a otro tipo celular 
específico. En la actualidad hay varios 
protocolos descritos para la obtención de 
EPR a partir de iPSCs desde fibroblastos 
e incluso de células sanguíneas64,65. 
 
Durante mucho tiempo, se pensó que los 
únicos tejidos adultos de donde se 
podían obtener células madre eran la 
médula ósea, epitelio de la piel, músculo 
y del  tracto digestivo. Posteriormente, se 
ha comprobado que se pueden obtener 
células progenitoras de otros muchos 
tejidos incluido el ojo. A favor de esta 
estrategia terapéutica está el hecho de 
que  la retina es desde el punto de vista 
inmunológico, un sitio privilegiado. Sin 
embargo, este tipo de trasplantes 
muestran una baja integración sináptica 
en la retina huésped y no han funcionado 
bien en pacientes con RP. Se ha 
comprobado que la capacidad de 
integración sináptica  depende en gran 
medida del estado de diferenciación de 
las células trasplantadas66. 
 
En la RP, la función alterada de los 
fotorreceptores precede a la apoptosis. 
Además, las alteraciones de los bastones 
enfermos afectan a los sanos al igual que 
pasa con los conos que también acaban 
por sufrir alteraciones y apoptosis. Un 
trasplante de células sanas en la RP no 
sería efectivo, ya que las células nuevas 
sufrirían la apoptosis debido a las células 
enfermas que se mantienen en la retina. 
Sin embargo, este tipo de tratamientos 
abren expectativas, a más largo plazo; 
una vez controlada la apoptosis de las 
células es posible trasplantar células 
sanas sin riesgo a que estas sufran 
apoptosis. Entonces el trasplante de 
células adquiriría su aplicación 
restableciendo la función visual en 
pacientes cuya cantidad de células 
muertas es elevada debido al estado 
avanzado de la enfermedad y que de otra 
manera tampoco podrían recuperar 
función visual completa con los factores 
inhibidores de la apoptosis. Serviría 
como tratamiento complementario. 
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1.3 PRPF 31 
 
 
Hace relativamente poco tiempo que se 
ha destacado la implicación de un 
interesante mecanismo bioquímico en la 
RP debida a las proteínas que codifican 
tres genes de RP: PRPF8 (RP13), 
PRPRF31 (RP11), PRPRF3 (RP18) y 
PRPF4, asociadas a factores de 
empalme del ARN.  
 
Como se ha comentado previamente, el 
empalme del ARNm es un proceso 
esencial que elimina secuencias de 
intrones del pre-ARNm. De esto se 
encarga el espliceosoma74. La inmensa 
mayoría de los exones de pre-ARNm son 
empalmados por el espliceosoma mayor, 
que está formado por cinco 
ribonucleoproteínas nucleares ricas en 
uridina (snRNP), denominadas U1, U2, 
U4, U5 y U6. 
 
PRPF31 es un gen causante de RPad 
con penetrancia incompleta RP11. Es un 
ortólogo del factor de empalme del pre-
ARNm de levaduras Prp31p75. La 
proteína PRPF31 es específica de la 
snRNP U4/U6 y participa en la formación 
de la tri-snRNP, en concreto, del anclaje 
físico de la snRNP U5 a la snRNP U4/U6. 
PRPF31 hace de puente entre U4 y U6 
junto con PRPF376 y también fija U5 al di-
snRNP U4/U6, por medio de su 
interacción con PRPF6.  
 
Se ha demostrado que la supresión de 
PRPF31 en extractos nucleares de 
células HeLa detiene la maduración del 
espliceosoma. Además, la posterior 
adición de PRPF31 restaura el 
ensamblaje y la actividad del 
espliceosoma75.  
 
La preponderancia de mutaciones que 
producen proteínas truncadas en RP11 
sugiere la haploinsuficiencia como base 
fisiopatológica. Esta idea se refuerza 
porque aparece penetrancia incompleta 
en relación con el nivel de expresión del 
alelo silvestre37.  
 
La haploinsuficiencia ocurre cuando un 
organismo diploide tiene una sola copia 
funcional de un gen (y la otra copia es 
inactiva por alguna mutación) y dicha 
copia funcional no es capaz de producir 
suficiente producto genético 
(habitualmente una proteína) para 
mantener una condición normal, 
conllevando un estado anormal o de 
enfermedad. Muchas, aunque no todas, 
alteraciones autosómicas dominantes se 
explican por este motivo. 
 
Una variación de la haploinsuficiencia se 
genera por mutaciones en el gen 
PRPF31, causa conocida de RPad. Hay 
dos alelos normales de este gen, uno con 
alta expresión y el otro con baja 
expresión. Cuando el gen mutante es 
heredado junto al alelo de alta expresión 
no existe fenotipo de la enfermedad; sin 
embargo, si el alelo mutante se hereda 
junto con el alelo de baja expresión los 
niveles de proteínas bajan hasta no ser 
suficientes para mantener su función 
normal y el fenotipo de la enfermedad se 
manifiesta45.  
 
 
1.3.1 ESTRUCTURA DEL GEN Y LA 
PROTEÍNA 
 
El gen está localizado en el cromosoma 
19. Está compuesto por 14 exones 
(longitud del transcrito 2126 pb) y codifica 
para la proteína PRPF 31. 
 
PRPF31 tiene una estructura en doble 
hélice con tres dominios principales (Fig. 
26). Los aminoácidos (aa) 85-120 (hélice 
α1) y 181-215 (hélice α6) forman dos 
ramas de la espiral principal,  que se 
interrumpe en la punta por un pequeño 
dominio globular (aa 121 - 180; hélices 
α2-α5). A continuación se encuentra el 
siguiente dominio, de forma ovalada, 
dominio Nop (aa 215-333; hélices α7-
α13) hasta el extremo C terminal. 
PRPF31 contacta con el RNP principal 
 exclu
Nop, 
la R
PRP
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur
codifi
 
 
1.3.2
ASO
 
Muta
de e
de lo
es e
muta
de lo
del o
impo
implic
 
El fe
seve
pacie
prese
Adem
muta
varia
 
Por o
que l
en la
en 
asínt
porta
enfer
 
sivamente 
lo que sugi
NP más im
F3177. 
a 26. Est
cada por  PR
 MUTACION
CIADAS A 
ciones en l
mpalme so
s casos de 
l gen PRP
ciones en P
s pacientes
rigen geog
rtante desp
ado en la R
notipo, la 
ridad de 
ntes con 
ncia de 
ás, en alg
ción puede
ción fenotíp
tra parte, d
a penetranc
s familias 
PRPF31
omáticos q
dores q
medad. 
a través d
ere que este
portante d
ructura de
PF31. 
ES EN PR
RPad 
os genes d
n responsa
RPad, uno 
F31. La pr
RPF31 est
 con RPad
ráfico, el s
ués de la
P. 
edad de de
la enferme
RPad varí
diferentes 
unas famil
 estar aso
ica acusada
istintos est
ia incomple
que presen
 con 
ue tiene d
ue man
e su domin
 elemento 
e la proteín
 la proteí
PF31 
e los factor
bles del 12
de los cual
evalencia d
á entre 1-8
dependiend
egundo m
 rodopsina
sarrollo y 
dad en l
an según 
mutacione
ias la mism
ciada a un
78
. 
udios revela
ta es com
tan mutació
portador
escendient
ifiestan 
io 
es 
a 
na 
es 
% 
es 
e 
% 
o 
ás 
32
 
la 
os 
la 
s. 
a 
a 
n 
ún 
n 
es 
es 
la 
H
m
in
ba
(e
ca
ge
m
se
te
m
el
m
ca
re
 
 
1.
P
 
P
de
fu
m
es
m
un
m
a 
 
E
pu
A
co
pr
es
21
la
m
fu
si
pe
co
m
po
de
tra
 
E
an
H
ca
asta el mo
ás de 50 m
cluyen inse
ses (pb) 
ntre 1pb 
mbio de se
n80. En cu
utaciones e
 deben a 
rminación 
arco de lec
 mecanis
utaciones e
usan enfer
ceptor perm
3.3 MODEL
RPF 31 
ara el estud
 la enferm
turas terap
odelos de
trategia uti
utantes PR
 constru
utagénesis 
dos tipos de
l primero e
ntual que 
216P identif
n RP11. 
oteínas PR
 del 99% y
6 está alta
s especie.
utación pun
e desarrolla
tios loxP fl
rmite la eli
n la recom
odelo knoc
r Cre se h
 los ratone
nsgénicos.
l modelo de
alizado ha
asta el mom
mbios en 
mento se 
utaciones e
rciones (d
hasta 33 p
y 30kb) y 
ntido a lo 
alquier caso
n este gen
la creación
previos al 
tura natura
mo por 
xpresadas 
medad esp
anece sin a
OS ANIMA
io de la pat
edad y la
ias, se han
 ratón 
lizada para 
PF 31 fue 
cto reco
dirigida que
 modelos d
s un mode
imita el ca
icado en un
La homo
PF 31 hum
 el aminoá
mente cons
 El vecto
tual en el 
do de tal 
anquean el
minación de
binasa Cre 
k-out. La e
a logrado m
s knock-in c
 (Fig. 27). 
 ratón kno
sta la edad
ento no se
la fisiolog
han identif
n PRPF3179
esde 1 pa
b), delecc
mutacione
largo de to
, la mayor
 que causa
 de codone
stop-codon
l81. Sin emb
el cual 
de forma u
ecífica del
clarar (tabl
LES PARA
ología mole
 formulació
 sido diseñ
apropiados.
la generaci
la utilizació
mbinante 
 podría dar
e ratón82.  
lo de mut
mbio patog
a de las fa
logía entre
anas y del 
cido en po
ervado en 
r que por
exón 7 (A2
manera que
 exón 7, lo
 este fragm
, para obte
scisión me
ediante el 
on una cep
ck-in ya ha
 de 12 m
 han obse
ía ya se
 29 
icado 
, que 
r de 
iones 
s de 
do el 
ía de 
n RP 
s de 
 del 
argo, 
estas 
bicua 
foto-
a 1).  
 
cular 
n de 
ados 
 La 
ón de 
n de 
por 
 lugar 
ación 
énico 
milias 
 las 
ratón 
sición 
todas 
ta la 
16P) 
 dos 
 que 
ento 
ner le 
diada 
cruce 
a Cre 
 sido 
eses. 
rvado 
a en 
 gene
emba
ERG
desa
desp
seña
heter
obtuv
cuale
muta
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur
raton
 
 
Basá
que 
no so
muta
tener
funci
explic
pued
funci
PRP
 
Tras 
knoc
dege
gene
knoc
cruza
cepa
Cre r
1Cgn
los s
en ra
heter
Cre p
Dado
nucle
creó 
del 
ral o en la h
rgo, se ob
, las med
rrollo de la
ués de 1 añ
lar que cua
ocigotos k
ieron 48 cr
s ninguna 
ción.  
a 27. Esci
es mutantes
ndose en e
los ratones
n viables, l
nte knock-i
 un impac
ón celular 
ación de 
e deberse
onal parcia
F 31.  
comprobar 
k-in parec
neración d
rado un ra
k-out PRP
ndo ratone
 de ratone
ecombinasa
/J). Para ap
itios LoxP q
tones PRP
ocigoto cre
ara la escis
 que el 
ótidos, la 
una mutac
marco de 
istología de
servó un c
idas sugier
 enfermeda
o de edad82
ndo se cruz
nock-in (K
ías nacidas
era homocig
sión del ex
. 
stos hallazg
 mutantes 
o que indic
n en sí m
to perjudic
normal. 
la degene
 a la 
l de la prot
que el mo
e tener 
e la ret
tón knock-
F 31± fu
s  PRPF 31
s BALB/c q
 (BALB/c-T
rovechar la
ue flanque
F 31A216P/+, 
ado por la 
ión del exó
exón 7 c
eliminación
ión con de
lectura qu
 la retina. S
ambio en 
en un len
d en raton
. Vale la pen
aron raton
I vs KI) 
 vivos, de l
ótica para 
ón 7 en l
os, se pien
homocigot
a que el ale
ismo deber
ial sobre 
Una posib
ración len
preservació
eína mutan
delo de rató
una len
ina, se h
out. El rató
e generad
A216P/+
 con un
ue expresa
g (CMV-Cr
s ventajas d
an el exón
se generó 
mediación d
n 7 (Fig. 30
ontiene 17
 del mism
splazamien
e lleva a 
in 
el 
to 
es 
a 
es 
se 
as 
la 
os 
sa 
os 
lo 
ía 
la 
le 
ta 
n 
te 
n 
ta 
a 
n 
o 
a 
n 
e) 
e 
 7 
un  
e 
). 
0  
o 
to 
la 
cr
se
pr
un
am
 
P
de
ha
tra
m
es
 
H
ra
m
hu
an
kn
cr
ho
co
ra
 
 
1.
C
P
N
ge
di
pr
m
R
qu
S
 
R
ar
m
pi
m
de
ha
af
P
de
su
m
al
eación de
guida de 
ematuro en
a proteína 
inoácidos 
or otra part
 parada pr
ber llevad
nscripción.
ediada por
pera que s
asta ahora
tones PRP
eses media
bo diferenc
álisis entre
ock-out. C
uce de PR
mocigoto 
nfirma la le
tones82. 
3.4 OTRAS
AUSADAS 
RPF31 
 
o es raro q
n pueda
stintas en la
oducen 
utaciones 
Par y ACL
e produce
targardt32.  
ecientemen
tículo83 en
utación en 
gmentaria a
acular. En 
scriben la
lladas en
ectada por
RPF31. De 
 ellos fuero
jeto fue dia
acular juve
teraciones 
nueve n
un codó
 el exón 8
truncada q
y un tamaño
e, la aparic
ematura en 
o a la el
 Debido 
 Cre, el a
ea 897 pb m
, se han
F 31+/- hast
nte ERG 
ias signific
 los ratones
omo era d
PF 31+/- no
descendie
talidad emb
 ENFERME
POR MUTA
ue mutacion
n causar 
 retina. Mu
doble fe
en RPE65
 o mutacio
 RPar y 
te ha sido
 el que s
el gen PRPF
sí como co
dicho artí
s alteraci
una extens
 una muta
65 miembro
n diagnostic
gnosticado 
nil y otros c
foveales y 
uevos cod
n de p
. Se obtien
ue contiene
 de 26 kDa
ión de un c
el exón 8 p
iminación d
a la es
lelo mutan
ás corto.  
 analizado
a la edad d
e histología
ativas en n
 de tipo salv
e esperar
 produjo n
nte, lo 
rionaria en 
DADES 
CIONES E
es en un m
enfermed
chas mutac
notipo, 
, que pro
nes en AB
enfermeda
 publicad
e relacion
31 con ret
n degener
culo Lu y 
ones retin
a familia 
ción en e
s estudiad
ados de R
de degener
uatro most
atrofia ma
 30 
ones, 
arada 
e así 
 185 
.  
odón 
odría 
e la  
cisión 
te se 
 los 
e 12 
. No 
ingún 
aje y 
,  el 
ingún 
que 
estos 
N 
ismo 
ades 
iones 
como 
duce 
CA4, 
d de 
o un 
a la 
inosis 
ación 
cols. 
ianas 
china 
l gen 
os 19 
P. Un 
ación 
raron 
cular.
 31 
 
 
Tabla 2. Mutaciones en PRPF31 encontradas en familias con RPad79 
 
 
EXON CAMBIO NUCLEÓTIDO EFECTO PROTEÍNA PENETRANCIA 
Int1 2481 G>T Defecto splicing incompleta 
2 c79 G>T p. Glu27X incompleta 
Int 2 c177 + 1G>A Defecto splicing simple 
3 c 220 C>T p. Gln74x2 simple 
4 c 269_273 del p. tyr 90CysfsX21 incompleta 
4 c 319 C>G p. Leu107Val simple 
Int 4 c323 -2A>G Defecto splicing simple 
5 c331_342 del p. His111_ilu114del alta 
5 c358_359 del AA p.Lys120Glu120fsX122 simple 
5 c390del C p. Asn131MelfsX67 Segregación 3 afectos 
5 c413C>A p.Thr138Lys incompleta 
6 c421 G>T p.Glu141X incompleta 
Int6 c527+2 T>C Defecto splicing incompleta 
Int6 c527+1 G>T Defecto splicing incompleta 
Int6 c527+1 G>A Defecto splicing incompleta 
Int6 c527+3A>G Defecto splicing incompleta 
Int6 c528-1 G>A Defecto splicing No testada 
Int6 c528-3_45del Defecto splicing incompleta 
7 C581 C>A pAla194Glu simple 
7 580-581 dup33pb Inserción 11 aa simple 
7 c636delG pMet212IlefsX27 Segregación  2 afectos 
7 c646G>C pAla216Pro incompleta 
7 c666dup pIle223TyrX56  
8 c709_734dup pCys247X incompleta 
8 c732_737delins20pb pMetfsX248 Segregación  2 afectos 
8 c758_767del pGly253AlafsX65 simple 
8 c769_770ins A pThr258AspfsX21 simple incompleta 
8 c785delT pPhe265SerfsX59  
8 c828-829delCA pHys276GlnfsX2 incompleta 
Int8 c856_2A>G Defecto splicing Segregación  2 afectos 
9 c871 G>C pAla291Pro simple 
9 c893_897dup pTyr300GlyfsX32 incompleta 
9 c877_910del pArg293_Arg294>ValfsX17 incompleta 
9 c895 T>C pCys299Arg incompleta 
10 c973 G>T pGlu327X simple 
10 c997delG pGlu333SerfsX5 incompleta 
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10/Int10 1049IVS10+20del/insCCCCT Defecto splicing simple 
Int10 C1073+1 G>A Defecto splicing Segregación  5 afectos 
11 c1115_1125 pArg372GlnfsX99 incompleta 
11 c1142delG pGly384GlufsX32 incompleta 
Int11 c1146+2 T>C Defecto splicing incompleta 
12 C1155_1159delGGACG/I
nsAGGGATT pAsp386glyfsX28 incompleta 
Int13 c1374+654 C>G Defecto splicing incompleta 
Ex1/Int1 Indel Int1/ex1 Pérdida 1 copia de prpf31  
04-ago Del 4.8kb Pérdida 1 copia de prpf31 simple 
abr-13 Del 11.3 kb Pérdida 1 copia de prpf31 incompleta 
PRPF31;TFPT;
NDUFA3; 
OSCAR 
parcialmente 
Del 59kb Pérdida 1 copia de prpf31 incompleta 
PRPF31;TFPT;
NDUFA3; 
OSCAR 
parcialmente 
Del 32-42 kb Pérdida 1 copia de prpf31 simple 
PRPF31;TFPT;
NDUFA3; 
OSCAR 
Del > 44.8 kb Pérdida 1 copia de prpf31 simple 
PRPF31;TFPT;
NDUFA3; 
promotor 
OSCAR 
Del 30 kb Pérdida 1 copia de prpf31 incompleta 
 
Fuente: http://www.hgmd.cf.ac.uk 
 
InDel: Inserción-delección 
Del: Delección 
NDUFA3: NADH deshidrogenasa (ubiquinona) 1 alfa, subcomplejo 3 
OSCAR: Osteoclasto asociado al receptor tipo inmunoglobulina 
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1.4 TERAPIA 
GÉNICA 
 
 
1.4.1 GENERALIDADES 
 
DEFINICIÓN 
 
La Agencia Europea del Medicamento 
define la Terapia Génica como aquella 
que contiene genes dirigidos para un 
efecto terapéutico y que funciona 
mediante la inserción de “genes 
recombinantes” en células, para tratar 
diferentes enfermedades, que incluyen  
cáncer, enfermedades genéticas, o 
enfermedades crónicas. Así mismo 
define gen recombinante como un 
fragmento de ADN creado en el 
laboratorio y que toma dicho ADN de 
diferentes fuentes. Por tanto, la terapia 
génica queda englobada en el grupo 
conocido como terapias avanzadas, las 
cuales ofrecen nuevas estrategias para 
abordar enfermedades que hasta el 
momento carecen de tratamiento eficaz. 
Así pues, el objetivo final de la terapia 
génica es la transferencia de material 
genético nuevo a las células de un 
individuo para modular la expresión de 
determinadas proteínas que se 
encuentran alteradas, dando lugar a un 
beneficio terapéutico para el mismo84. 
Para ello podemos actuar de diferentes 
maneras: 
o Sustituir un gen mutado por una 
copia funcional de ese gen. Este 
sistema se usa en enfermedades 
recesivas o en enfermedades de 
herencia dominante si el mecanismo 
que causa la enfermedad es la 
haploinsuficiencia. 
o Inactivar un gen mutado que está 
funcionando de forma inapropiada o 
bien introducir un gen enteramente 
nuevo, en el caso de enfermedades 
autosómicas dominantes. 
o Reparar un gen anormal a través de 
una mutación selectiva que revierta la 
situación. 
o Regular el grado en el que un gen 
está sobre o infra-expresado. 
o Añadir un nuevo gen cuyo producto 
origine efectos beneficiosos 
independientemente del gen dañado 
originariamente. 
 
Para que una enfermedad sea candidata 
a ser tratada mediante terapia génica 
debe conocerse el papel del gen en la 
fisiopatología de esa enfermedad85. 
También es necesario caracterizar 
adecuadamente el sistema de 
administración del gen o vector, para 
controlar su localización en el organismo 
y la duración de la expresión génica. 
 
Por otro lado, los recientes avances en el 
conocimiento de la biología del ARN, 
como el descubrimiento del proceso de 
interferencia por ARN, han abierto la 
puerta a la investigación del ARN como 
molécula terapéutica (ARNi) en ciertas 
enfermedades genéticas. Cada tipo 
celular expresa un conjunto de genes 
que son transcritos a ARNm. La terapia 
basada en ARN tiene como finalidad 
modular la expresión de los genes 
causantes de la enfermedad empleando 
moléculas de ARN que reconocen a los 
ARNm producto de la transcripción de 
esos genes.  
 
INCONVENIENTES DE LA TERAPIA 
GÉNICA: 
 
1. Corta duración de la terapia génica 
 
Antes de que la terapia génica pueda 
convertirse en una cura permanente, el 
ADN terapéutico introducido en las 
células diana debe seguir siendo 
funcional y las células que lo contengan 
deben hacerlo de forma larga y estable. 
Problemas con la integración de ADN 
terapéutico en el genoma o la rápida 
división de las células hacen que la 
terapia génica no logre beneficios a largo 
 34 
 
plazo. Los pacientes tendrían que 
someterse a varios ciclos de tratamiento. 
 
2. Respuesta inmune   
 
Cada vez que un objeto extraño se 
introduce en los tejidos humanos, el 
sistema inmune se activa para atacar al 
invasor. El riesgo de estimular el sistema 
inmunológico es una manera de reducir 
la eficacia de esta terapia. Por otro lado, 
la respuesta inmune hace que sea difícil 
que la terapia génica pueda repetirse en 
los pacientes.  
 
3. Problemas con los vectores virales   
 
Los virus presentan diversos problemas 
potenciales para el paciente, la toxicidad, 
la respuesta inflamatoria, el control de los 
genes y los problemas de su orientación. 
Además, siempre existe el temor de que 
el vector viral, una vez dentro del 
paciente, puede recuperar su capacidad 
de causar enfermedad. 
 
4. Trastornos multigénicos 
 
Las condiciones o trastornos que surgen 
de mutaciones en un solo gen son los 
mejores candidatos para la terapia 
génica. Por desgracia, algunos de los 
trastornos más comunes, tales como la 
hipertensión arterial, la enfermedad de 
Alzheimer, la artritis o la diabetes, son 
causadas por los efectos combinados de 
las variaciones en muchos genes. Las 
enfermedades multigénicas o multi-
factoriales son difíciles de tratar de forma 
efectiva con terapia génica. 
 
5. Mutagénesis de inserción 
 
Si el ADN se integra en el lugar 
equivocado en el genoma, por ejemplo 
un gen supresor de tumor, podría 
provocar un tumor. Esto ha ocurrido en 
los ensayos clínicos para la inmuno-
deficiencia combinada severa (SCID) 
ligada al cromosoma X, en la que las 
células madre hematopoyéticas son 
transducidas con un transgén correctivo 
utilizando un retrovirus. Llevó al 
desarrollo de leucemia de células T en 3 
de 20 pacientes en los que se realizó el 
ensayo. 
 
MARCO HISTÓRICO 
 
El descubrimiento de las enzimas de 
restricción en el año de 1970 por Arber y 
Hamilton sentó las bases para transferir 
genes entre diferentes células u 
organismos, inclusive pertenecientes a 
diferentes especies.  En 1978 se realizó 
la primera hormona recombinante 
insertando el gen de la insulina en una 
bacteria E. coli. De allí en adelante se 
afianzaron los conocimientos necesarios 
para transferir genes a células humanas 
con el fin de alterar el fenotipo patológico 
y generar una nueva forma terapéutica. 
La primera transferencia se realizó en 
1989 en un paciente con una inmuno-
deficiencia. Aunque no se encontraron 
efectos clínicos se explicitó que tampoco 
había efectos deletéreos como muchos 
apocalípticamente habían pronosticado. 
 
En 1990 W. French Anderson propone el 
uso de células de médula ósea tratadas 
con un vector retroviral que porta una 
copia correcta del gen que codifica para 
la enzima adenosina deaminasa (ADA)86, 
la cual se encuentra mutada en una 
enfermedad que forma parte del grupo de 
las SCID (inmunodeficiencia severa 
combinada). Se realizó la transformación 
ex-vivo con los linfocitos T del paciente, 
que luego se volvieron a introducir en su 
cuerpo. Cinco años más tarde, se  
publicaron los resultados de la terapia87, 
lo que contribuyó a que la comunidad 
científica y la sociedad consideraran las 
posibilidades de esta técnica. No 
obstante, el apoyo a la terapia fue 
cuestionado cuando algunos niños 
tratados para SCID desarrolla-
ron leucemia. Las pruebas clínicas se 
interrumpieron temporalmente a causa 
del impacto que supuso el caso de Jesse 
Gelsinger en 1999, la primera persona 
reconocida públicamente como fallecida 
a causa de la terapia génica. Su muerte 
 35 
 
se debió al uso del vector adenoviral para 
la transducción del gen necesario para 
tratar su enfermedad, lo cual causó una 
excesiva respuesta inmune, con un fallo 
multiorgánico y muerte cerebral. 
 
En 2003 un equipo de investigadores de 
la Universidad de California insertó genes 
en un cerebro usando liposomas 
recubiertos de un polietilenglicol88. La 
transferencia de genes en este órgano es 
un logro significativo porque los vectores 
virales son demasiado grandes para 
cruzar la barrera hemato-encefálica. Este 
método tiene potencial para el 
tratamiento de la enfermedad de 
Parkinson. También en ese año se 
planteó la interferencia por ARN para 
tratar la enfermedad de Huntington88. 
 
En 2006 científicos del National Institut of 
Health (EEUU) trataron exitosamente un 
melanoma metastático en dos pacientes 
usando células T para atacar las células 
cancerosas. Este estudio constituye la 
primera demostración de que la terapia 
génica puede ser eficaz en el tratamiento 
del cáncer89. Actualmente el 64,2% de los 
estudios en terapia génica están 
desarrollándose para tratar el cáncer90. En 
este sentido los estudios pueden ir 
enfocados en diversas líneas de trabajo. El 
gen P53, regulador de la apoptosis está 
mutado en muchos tipos de tumores. Se ha 
ensayado exitosamente con la introducción 
del gen P53 en células tumorales91. 
Igualmente en tumores en los que no existe 
dicha mutación, se ha observado que sí 
existe una alteración en la función de la vía 
normal de p53, por lo que se plantea esta 
terapia como otra opción que puede 
resultar útil92. Otras vías de trabajo van 
enfocadas en silenciar oncogenes93,94,95 o 
en introducir genes suicidas directamente 
en las células cancerosas96,97. 
 
 
1.4.2 TERAPIA GÉNICA EN 
DISTROFIAS RETINIANAS 
 
El 1 de mayo del 2007, el Moorfields Eye 
Hospital y la Universidad College 
London´s Institute of Ophthalmology, y un 
año después el Hospital de Niños de 
Filadelfia, anunciaron el primer ensayo 
de terapia génica en una enfermedad 
hereditaria de retina, la LCA. La primera 
operación (en Inglaterra) se llevó a cabo 
en un varón británico de 23 años, Robert 
Johnson, a principios de ese año98. 
Mientras, en Filadelfia, Corey Haas fue el 
primer niño en obtener este tipo de 
terapia.  
 
La LCA es una enfermedad hereditaria 
que causa la ceguera por mutaciones en 
el gen RPE65. Experimentos desarro-
llados en modelos animales de ratón99 y 
perro100 demostraron mejoría de la visión 
mediante el tratamiento con terapia 
génica usando adenovirus en los que se 
insertó el gen normal RPE65. 
Posteriormente se publicaron en New 
England Journal of Medicine los primeros 
resultados en humanos101. Se investigó la 
transfección subretiniana con el virus 
recombinante adenoasociado (AAV) 
llevando el gen RPE65, y se encontraron 
resultados positivos. Los pacientes 
mostraron incremento de la visión sin 
efectos secundarios aparentes101. Los 
ensayos clínicos de esta terapia se 
encuentran en fase II. Más recientemente 
fueron publicados los resultados del 
seguimiento durante tres años de 
pacientes igualmente tratados. Los 
resultados mostraron mejoría de la 
agudeza visual corregida, en los defectos 
campimétricos y una reducción del 
nistagmus102. Trabajos publicados más 
recientemente han demostrado que 
aunque la mejoría de la visión persiste en 
el tiempo, y que no hay alteraciones 
inmunologías tras una segunda inyección 
en el ojo contralateral, el proceso 
degenerativo no se ha logrado detener72. 
La combinación de terapia génica y 
terapia celular podría ser una alternativa 
en estos casos. 
 
En Septiembre de 2009 se publicó en 
Nature que unos investigadores de las 
Universidades de Washington y de 
Florida fueron capaces de proporcionar 
visión cromática a monos con ceguera 
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rojo-verde usando terapia génica103. 
Recientemente se han publicado los 
resultados de la interferencia para 
silenciar el gen Gcap1 (que es uno de los 
responsables de la distrofia de conos y 
bastones) en un modelo de ratón 
mutante para dicha enfermedad. La 
terapia génica ha logrado aumentar la 
supervivencia de los bastones y mejorar 
la función visual en estos animales104. 
 
En la tabla 3 se muestran los ensayos 
clínicos con terapia génica en 
enfermedades oculares actualmente en 
curso. 
 
 
 
 
Tabla 3. Ensayos clínicos en enfermedades oculares en curso basados en terapia génica90. 
 
ID ensayo Título 
 
Vector 
AU-0025 
A Phase I/II controlled, dose-escalating trial to establish 
the baseline safety and efficacy of a gene therapy product 
into the eyes of patients with exudative age-related 
macular degeneration (AMD). 
 
AAV 
AU-0029 
A Phase I/II Controlled Dose-escalating Trial to Establish 
the Baseline Safety and Efficacy of a Single Subretinal 
Injection of rAAV.sFlt-1 Into Eyes of Patients With 
Exudative Age-related Macular Degeneration (AMD) 
 
AAV 
CA-0026 
Clinical Trial of Retinal Gene Therapy for Choroideraemia 
Using an Adeno-associated Viral Vector (AAV2) Encoding 
Rab-escort Protein 1 (REP1) 
 
AAV 
CA-0027 
An Open Label Clinical Trial of Retinal Gene Therapy for 
Choroideremia Using an Adeno-associated Viral Vector 
(AAV2) Encoding Rab-escort Protein-1 (REP1)  
 
AAV 
CN-0025 
Safety and Efficacy Study of a Single Intravitreal Injection 
of rAAV2-ND4 Treatment of Leber Hereditary Optic 
Neuropathy 
 
AAV 
FR-0059 
A phase I/IIa, non randomized, escalating dose, open-
label study to evaluate safety and efficacy of GS010 
(rAAV2/2-CMV-ND4) in patients suffering from Leber 
Hereditary Optic Neuropathy due to mutations in the 
mitochondrial NADH Dehydrogenase 4 gene 
 
AAV 
FR-0060 
A Phase I/IIa Dose Escalation Safety Study of 
Subretinally Injected UshStat? Administered to Patients 
with Retinitis Pigmentosa Associated with Usher 
Syndrome Type 1B 
 
Lentivirus 
IL-0008 
Phase I Trial of Ocular Subretinal Injection of a 
Recombinant Adeno-Associated Virus (rAAV2-hRPE65) 
Gene Vector to Patients With Retinal Disease Due to 
RPE65 Mutations 
 
AAV 
SA-0001 
Phase I Trial of Ocular Subretinal Injection of a 
Recombinant Adeno-Associated Virus (rAAV2-VMD2-
hMERTK) Gene Vector to Patients With Retinal Disease 
Due to MERTK Mutations 
 
AAV 
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UK-0192 
An open label dose escalation study of retinal gene 
therapy for choroideraemia with an adeno-associated viral 
vector (AAV2/2) expressing Rab-escort protein 1 (REP-1) 
 
AAV 
 
UK-0200 
An Open Label Dose Escalation Phase 1 Clinical Trial of 
Retinal Gene Therapy for Choroideraemia Using an 
Adeno-associated Viral Vector (AAV2) Encoding Rab-
escort Protein 1 (REP1) 
 
AAV 
US-0677 
Phase I Trial of Ocular Subretinal Injection of a 
Recombinant Adeno-Associated Virus (rAAV-RPE65) 
Gene Vector in Patients with Retinal Disease Due to 
PE65 Mutations 
 
AAV 
US-0487 
An Open-Label, Phase I, Single Administration, Dose 
Escalation Study of ADGVPEDF.11D (ADPEDF) in 
Neovascular Age-Related Degeneration (AMD) 
 
Adenovirus 
US-0539 
Phase I/II Evaluation of Safety and Efficacy of a Matrix-
Targeted Retroviral Vector Bearing a Dominant Negative 
Cyclin G1 Construct (Mx-dnG1) as Adjunctive Intervention 
for Superficial Corneal Opacity/Corneal Scarring 
 
Retrovirus 
US-0575 
A Phase I Study of NT-501, an Implant of Encapsulated 
Human NTC-201 Cells Releasing CiliaryNeurotrophic 
Factor (CNTF), in Patients with Retinitis Pigmentosa 
 
Plásmido desnudo 
de ADN 
US-0589 
A Phase 1 Study in Glaucoma Subjects Receiving SCH 
412499 (rAd-p21) Administered as a Single Injection into 
the Subconjunctival Space Prior to Primary 
Trabeculectomy 
 
Adenovirus 
US-0677 
Phase I Trial of Ocular Subretinal Injection of a 
Recombinant Adeno-Associated Virus (rAAV-RPE65) 
Gene Vector in Patients with Retinal Disease Due to 
RPE65 Mutation 
 
AAV 
US-0740 Subretinal (Phase I, Retinal Disease Due to RPE65 Mutations) 
 
AAV 
US-0745 
A Phase II Study of Implants of Encapsulated Human 
NTC-201 Cells Releasing CiliaryNeurotrophic Factor 
(CNTF), in Participants with Visual Acuity Impairment 
Associated with Atrophic Macular Degeneration 
 
Plásmido desnudo 
de ADN 
US-0795 
A Phase II Study of Encapsulated Human NTC0201 Cell 
Implants Releasing CiliaryNeurotrophic Factor (CNTF) for 
Participants with Retinitis Pigmentosa Using Visual Acuity 
as the Primary Outcome 
 
Plásmido desnudo 
de ADN 
US-0796 
A Phase II Study of Encapsulated Human NTC0201 Cell 
Implants Releasing CiliaryNeurotrophic Factor (CNTF) for 
Participants with Retinitis Pigmentosa Using Visual Field 
Sensitivity as the Primary Outcome 
 
Plásmido desnudo 
de ADN 
US-0918 
A Multiple-Site, Phase 1/2, Safety and Efficacy Trial of a 
Recombinant Adeno-Associated Virus Vector Expressing 
RPE65 (rAAV2-CB-hRPE65) in Patients with Leber 
Congenital Amaurosis Type 2 
 
AAV 
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US-0948 
A Phase 1, Open-Label, Multi-Center, Dose Escalating, 
Safety and Tolerability Study of a Single Intravitreal 
Injection of AAV2-sFLT01 in Patients With Neovascular 
Age-Related Macular Degeneration 
 
AAV 
US-1005 
A Safety and Efficacy Study in Subjects with Leber 
Congenital Amaurosis (LCA) using Adeno-associated 
Virus Vector to Deliver the Gene for Human RPE65 to the 
Retinal Pigment Epithelium (RPE) [AAV2-hRPE65v2-301] 
 
AAV 
US-1047 
A Follow-On Study to Evaluate the Safety of Re-
Administration of Adeno-Associated Viral Vector 
Containing the Gene for Human RPE65 [AAV2-
hRPE65v2] to the Contralateral Eye in Subjects with 
Leber Congenital Amaurosis (LCA) Previously Enrolled in 
a Phase 1 Study 
 
AAV 
US-1061 
A Phase I Dose Escalation Safety Study of Subretinally 
Injected RetinoStat?, a Lentiviral Vector Expressing 
Endostatin and Angiostatin, in Patients with Advanced 
Neovascular Age-Related Macular Degeneration 
 
 
Lentivirus 
US-1085 
A Phase I/IIa Dose Escalation Safety Study of 
Subretinally Injected StarGen?, Administered to Patients 
with Stargardt?s Macular Degeneration 
 
Lentivirus 
US-1102 
A Phase I/IIa Dose Escalation Safety Study of 
Subretinally Injected UshStat?, Administered to Patients 
with Retinitis Pigmentosa Associated with Usher 
Syndrome Type 1B 
 
 
Lentivirus 
US-1252 
A Phase 2 Multicenter Randomized Clinical Trial of 
CiliaryNeurotrophic Factor (CNTF) for Macular 
Telangiectasia Type 2 (MacTel) 
 
Plásmido desnudo 
de ADN 
US-X001  Phase I Cand5 Anti-VEGF RNAi Evaluation 
 
*ARNi 
US-X002  Cand5 Anti-VEGF RNAi Evaluation (CARE) trial 
 
*ARNi 
US-X003 
 
RNAi Assessment of Cand5 in Diabetic Macular Edema 
(RACE) trial 
 
*ARNi 
US-X004 
 
Phase 1 Open-Label, Dose-Escalation Single Dose Trial 
With Sirna-027 in Patients With Age-Related Macular 
Degeneration 
 
*ARNi 
US-X007 
A Study Using Intravitreal Injections of a Small Interfering 
RNA in Patients With Age-Related Macular Degeneration 
 
*ARNi 
 
 
Fuente. www.abedia.com/wiley 
*ARNi: Terapia de interferencia, no usa vector 
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1.4.3 IDONEIDAD DEL OJO PARA LA 
TERAPIA GÉNICA 
 
Existe un amplio número de 
enfermedades que pueden llegar a 
tratarse con terapia génica, desde 
enfermedades monogénicas como la 
fibrosis quística, hasta enfermedades 
más complejas como el cáncer105. Un 
grupo de afecciones que está 
despertando un gran interés es el 
relacionado con los problemas oculares. 
El ojo presenta una serie de ventajas 
para la aplicación de este tipo de terapia 
debido a: 
 
o Su anatomía bien definida 
o Su fácil accesibilidad, evitandose la 
administración sistémica y las 
barreras que se han de superar para 
llegar al lugar de acción. 
o La reducida dimensión del tejido 
ocular y la baja difusión a la 
circulación sistémica, que permite 
utilizar bajas dosis. 
o La posibilidad de utilizar métodos no 
invasivos y poder comprobar la 
recuperación mediante la evolución 
de la función visual. 
o El privilegio inmunológico del que 
goza este órgano106. 
 
El principal problema que se plantea es 
que la vía de administración que se ha 
mostrado más eficiente es la 
subretiniana, de manera que inducimos 
un desprendimiento seroso yatrógeno, ya 
que las barreras hematorretiniana y 
hematoacuosa hacen que los vectores 
administrados por vía intravenosa 
penetren en el ojo en muy poca cantidad 
y lo mismo ocurre si se opta por la 
administración tópica. 
 
 
1.4.4 VECTORES  
 
Los vectores son sistemas que ayudan 
en el proceso de transferencia de un gen 
exógeno a la célula, facilitando la entrada 
y biodisponibilidad intracelular del mismo, 
de tal modo que este pueda expresarse 
correctamente. Existen vectores virales y 
no virales. Tradicionalmente se han 
utilizado los vectores virales ya que con 
ellos se conseguían mejores niveles de 
trasfección y expresión del gen 
terapéutico. Sin embargo, los recientes 
avances en la tecnología de los vectores 
no virales han cedido el paso a 
novedosas moléculas y técnicas con 
eficiencia similar a la de los virus, que 
además cuentan con la ventaja de 
poderse producir a mayor escala y su 
baja inmunogenicidad.  
 
VECTORES NO VIRALES 
 
1.  Inyección directa de ADN 
 
Por este método, el ADN o ARN puro 
circular y cerrado covalentemente es 
directamente inyectado dentro del tejido 
deseado. Este método es simple, 
económico, y un procedimiento que no es 
tóxico comparado con la entrega 
mediante virus. El potencial para llevar 
largas construcciones de ADN es 
también ventajoso. De cualquier manera, 
los niveles y persistencia de la expresión 
de genes es demasiado corta (días).  
 
2. Métodos físicos 
 
Se han realizado esfuerzos en la 
investigación para mejorar la eficiencia 
de la inyección directa de ADN, y se ha 
experimentado con diversos métodos 
físicos que facilitan el paso del ADN al 
interior de las células. Algunos de estos 
métodos son:  
 
Electroporación: utiliza pulsos de alto 
voltaje para facilitar el paso del ADN a 
través de la membrana celular. 
 
Sonoporación: en este caso se produce 
una disrupción de la membrana celular  
mediante la cavitación producida con 
ultrasonidos.  
 
Bombardeo de partículas: En este 
método físico el plásmido de ADN es 
revestido de gotas de 1 a 3 micras de 
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diámetro de oro o tungsteno. Estas 
partículas son aceleradas por una 
descarga eléctrica o por un pulso de gas 
y son "disparadas" hacia el tejido. La 
fuerza física del impacto supera la 
barrera de la membrana celular. Sin 
embargo, la rigidez de los diferentes 
tejidos, la procedencia del ADN extraño, 
y la capacidad de transcripción intrínseca 
conducen a grandes variaciones en la 
eficiencia de la expresión de los genes 
en conjunto. 
 
3. Métodos químicos 
 
Liposomas catiónicos: La técnica recae 
en las propiedades de carga eléctrica del 
ADN (negativo debido a la cadena de 
fostatos en la doble hélice), lípidos 
catiónicos (carga positiva) y la superficie 
celular (una red de cargas negativas 
debido a los residuos del ácido siálico). 
Los complejos transfectantes, con carga 
neta positiva, se fijan a la célula mediante 
proteínas azucaradas de la membrana 
plasmática. Luego, las interacciones 
electrostáticas les permiten la 
penetración. Aunque han sido 
ampliamente utilizados, se ha observado 
cierta toxicidad dependiente de la dosis 
que puede limitar su uso terapéutico. 
 
Transferencia de genes mediante 
receptores: Este método utiliza unas 
moléculas específicas (ligantes) que 
serán reconocidas por los receptores 
presentes en el tejido diana. La 
naturaleza de los ligantes es muy 
variada, azúcares, péptidos, hormonas, 
etc. Las células absorben los elementos 
del medio exterior por endocitosis: su 
membrana se repliega hasta formar una 
vesícula, el endosoma. Los complejos de 
transfección aprovechan este mecanismo 
para penetrar en sus objetivos celulares. 
El interior del endosoma se acidifica 
progresivamente y luego se fusiona con 
otra clase de vesícula llamada lisosoma, 
que contiene enzimas que degradan su 
contenido. Por tanto, una vez en el 
endosoma, los complejos deben escapar 
de él antes de ser vertidos en los 
lisosomas y sufrir el ataque enzimático. 
Por esto, a los vectores sintéticos se les 
asocia unas moléculas, llamadas 
fusiógenas, que desestabilizan las 
membranas del endosoma y les permite 
evadirse. A fin de que la actividad 
fusiógena se manifieste únicamente 
después de la entrada en el endosoma, 
se eligen unas moléculas cuya actividad 
sólo tiene lugar cuando el medio se 
acidifica. 
 
Una vez en el citoplasma, en células en 
crecimiento, el ADN penetra en el núcleo 
durante la división celular, cuando se 
rompe la envoltura nuclear. Pero en las 
células en reposo - estado en el cual se 
encuentran la mayor parte de las células 
del organismo- la envoltura nuclear 
constituye una barrera que únicamente 
deja pasar por difusión moléculas cuyo 
tamaño sea inferior a 9 nm. A través de 
los poros de la membrana nuclear pasan 
moléculas de 9 a 25 nm. La mayoría de 
los complejos de transferencia miden 
más de 25 nm. Actualmente, esta etapa 
del transporte nuclear es la más difícil de 
resolver.  
 
Nanopartículas: Aunque las nano-
partículas han sido definidas como 
estructuras con un tamaño comprendido 
entre 1-100 nm en algunos campos, en 
realidad no existe un consenso sobre tal 
definición. Sin embargo, cuando nos 
referimos a una aplicación terapéutica 
podrían definirse como una 
ultradispersión de estructuras supra-
moleculares, generalmente poliméricas y 
que pueden exhibir un tamaño de hasta 
unos cientos de nanómetros. Para llevar 
a cabo una eficiente liberación sistémica, 
las nanopartículas deben ser lo 
suficientemente grandes para evitar el 
rápido aclaramiento renal vía filtración 
glomerular, y lo suficientemente 
pequeñas para ser capaces de atravesar 
el endotelio capilar con el fin de alcanzar 
el tejido diana107,108,109. 
 
Dependiendo del procedimiento utilizado 
para la preparación de los nanosistemas, 
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envuelve y protege al ácido nucleico viral 
y provee los medios para unirse y entrar 
en las células dianas. De todas formas, el 
ácido nucleico del virus en un vector 
diseñado para la terapia génica es 
modificado de muchas formas. Los 
objetivos de estas modificaciones son (1) 
discapacitar el crecimiento del virus en 
las células diana mientras se mantiene 
su capacidad para desarrollarse en forma 
de vector (bien en un envase específico o 
bien en una célula auxiliar), (2) dar 
espacio en el genoma vírico para la 
inserción de secuencias de ADN 
exógeno y (3) incorporar nuevas 
secuencias que codifiquen y capaciten la 
expresión apropiada del gen de interés. 
De esta forma, podemos considerar que 
los ácidos nucleicos del vector 
comprenden dos elementos: las 
secuencias víricas esenciales que 
permanecen y la unidad de transcripción 
para el gen exógeno. 
 
Ya que cualquier secuencia que 
permanezca del virus que codifica podría 
ser expresada, incluso por un vector viral 
discapacitado, todas las secuencias 
víricas no esenciales deberían ser 
eliminadas. 
 
Dado que los vectores virales que 
utilizamos en este trabajo fueron vectores 
adenoasociados, se describe a 
continuación con mayor detalle el diseño 
del mismo así como otras características 
propias de los virus adenoasociados. 
 
ESTRUCTURA Y ELEMENTOS 
VÍRICOS ESENCIALES  
 
La organización del genoma es ADN 
lineal de cadena sencilla de 4,6Kb de 
sentido positivo y negativo, compren-
diendo 4 genes superpuestos que 
codifican las proteínas Rep, necesarias 
para el ciclo vital del AAV, y el gen cap 
que codifica para las proteínas que 
forman una cápside de simetría  
icosaédrica. 
 
Las únicas secuencias esenciales para 
un vector AAV son los 145 nucleótidos 
ITRs en el 5' y 3' al final del vector. Éstos 
dan las secuencias necesarias para la 
replicación y el empaquetamiento del 
vector de ADN. Estas ITR o secuencias 
de repetición invertida terminal tienen la 
capacidad de formar una horquilla, lo que 
contribuye al llamado auto-cebado, que 
permite la síntesis de la segunda cadena 
de ADN independiente de primasa. La 
ITR se requiere tanto para la integración 
del ADN en el genoma de AAV de la 
célula huésped (cromosoma 19 en 
humanos) como para el rescate de ella, 
así como para una encapsidación 
eficiente del ADN del AAV en 
combinación con la generación de 
partículas AAV completas resistentes a 
desoxirribonucleasa113.  
 
Con respecto a la terapia génica, las ITR, 
parecen ser las únicas secuencias 
necesarias en cis próximas al gen 
terapéutico; los genes estructurales (cap) 
y de embalaje (rep) pueden ser 
integrados en trans. Con esta premisa se  
establecieron muchos métodos para la 
producción eficiente de vectores AAV 
recombinantes. Sin embargo, algunos 
grupos de investigación han identificado 
una secuencia designada como elemento 
dependiente de rep activado en cis 
(CARE) dentro de la secuencia 
codificante del gen rep. CARE puede 
aumentar la replicación y encapsidación 
cuando está presente en cis114-116. 
 
Genes rep: En el "lado izquierdo" del 
genoma, hay dos promotores llamados 
p5 y p19, que producen dos ARN 
mensajeros (ARNm) solapados de 
diferente longitud. Cada uno de estos 
contiene un intrón que puede ser 
eliminado o no. Teniendo en cuenta 
estas posibilidades, pueden ser 
sintetizados cuatro ARNm distintos, y por 
tanto cuatro proteínas rep cuyos nombres 
vienen dados por sus tamaños en 
kilodaltons (kDa): Rep78, Rep68, Rep52 
y Rep40.  
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Rep78 y 68 se puede unir específica-
mente la horquilla formada por el ITR en 
el acto de auto-cebado y se unirá a una 
región específica: sitio de resolución 
terminal, dentro de la horquilla. Las 
cuatro proteínas rep se unen a ATP y 
poseen actividad helicasa117. 
 
Genes cap: El “lado derecho” de la 
cadena positiva del genoma, se codifican 
las secuencias de tres proteínas super-
puestas, VP1, VP2 y VP3, que parten de 
un promotor, designado p40. La cápside 
de AAV está compuesta por 60 sub-
unidades de dichas proteínas, VP1, VP2 
y VP3, que se organizan en una simetría 
icosaédrica en proporción 01:01:10, con 
un tamaño estimado de 3.900 Kd. 
 
PRODUCCIÓN DEL VECTOR 
 
Los vectores de AAV no tienen todas las 
secuencias que codifican virus. En 
consecuencia, los genes cap y rep deben 
ser introducidos en las células como 
plásmidos al mismo tiempo que el 
plásmido del vector que contiene el ADN 
circular flanqueado por ITR. Los métodos 
de transfección usados para este 
propósito son ineficientes y difíciles de 
cubrir. Además, las células transfectadas 
requieren una coinfección con adenovirus 
para dar funciones auxiliares adicionales.  
 
Los esfuerzos para mejorar la eficiencia 
de los métodos de producción son 
obstaculizados porque rep es tóxica para 
las células. Aunque se han considerado 
muchos métodos para solventar este 
problema, como fabricar un adenovirus 
auxiliar para expresar rep y cap, esto 
queda como un hecho significativo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El conjunto mínimo de genes 
adenovirales necesarios para la 
generación eficiente de las partículas de 
AAV, fue descubierto por Matsushita et 
al118. Este descubrimiento permitió 
nuevos métodos de producción de 
proteínas recombinantes AAV que no 
requieren co-infección por adenovirus en 
las células productoras AAV. En 
ausencia de virus auxiliar o factores 
genotóxicos, el ADN de AAV puede 
integrarse en el genoma del huésped 
(integración mediada por las  proteínas 
Rep78 y Rep68, que requiere la 
presencia de ITRs que flanquean la 
región donde se integren) o persistir 
como episoma. En ratones, el genoma 
AAV se ha observado que persiste 
durante largos períodos de  tiempo en los 
tejidos en reposo, como los músculos 
esqueléticos, en forma episomal 
(conformación circular cabeza-cola)119.  
 
UNIDAD DE TRANSCRIPCIÓN PARA LA 
EXPRESIÓN DEL GEN EXÓGENO 
 
Para algunas aplicaciones, el tamaño del 
vector de ADN es problemático. El ADN 
mayor de 4800 nucleótidos es difícil de 
replicar y empaquetar. Cuando el tamaño 
del ADN introducido no es problemático, 
como el caso de PRPF31, se pueden 
utilizar unidades de transcripción 
convencionales. Éstas (Fig. 32) pueden 
incluir  varios promotores exógenos y, en 
algunos casos, marcadores selec-
cionables. Para introducir la especificidad 
de expresión en tejidos, también han sido 
introducidos segmentos de regiones de 
control del locus, pero con un éxito 
limitado110. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 32. Estructura del vector AAV2 silvestre y de expresión del gen diana. 
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SEROTIPOS AAV 
 
Se han descrito 11 serotipos del AAV120; 
todos ellos pueden infectar las células de 
múltiples y diversos tipos de tejidos. La 
especificidad por un tejido viene 
determinada por el serotipo de la 
cápside, por tanto el pseudotipado de los 
vectores AAV para alterar su rango de 
tropismo ha sido muy importante para su 
utilización en terapia génica120. 
 
El serotipo 2 (AAV2) ha sido uno de los 
más estudiados. Presenta un tropismo 
natural por las células musculares110, 
neuronas59, músculo liso vascular117 y los 
hepatocitos. A nivel ocular se ha visto 
que en primates presenta mayor 
eficiencia de transfección en el EPR que 
en los fotorreceptores121. Se han descrito 
tres receptores en las células humanas 
para AAV2: el proteoglicano heparán 
sulfato, la integrina aVβ5 y el factor 1 del 
receptor del crecimiento de los 
fibroblastos. El primero funciona como 
receptor primario, mientras que los dos 
últimos tienen una actividad co-receptora 
y permiten al AAV entrar en la célula por 
endocitosis mediada por receptor.  
 
Aunque AAV2 es el más utilizado en la 
investigación basada en AAV, hay otros 
serotipos que pueden ser más eficaces. 
AAV6 parece mucho mejor al infectar 
células epiteliales de las vías 
respiratorias y muestra menor 
inmunogenicidad que AAV2. AAV7 
presenta una tasa muy alta de 
transducción en células del músculo 
esquelético murino (similar a AAV1 y 5), 
AAV8 es excelente en la transducción en 
hepatocitos y AAV1 y 5 demostraron ser 
muy eficientes en la transmisión de 
genes a células endoteliales vasculares. 
Además, los serotipos pueden diferir con 
respecto a los receptores a los que son 
enlazados. Por ejemplo la transducción 
de AAV4 y AAV5 puede ser inhibida por 
ácido siálico soluble y se ha demostrado 
que AAV5 penetra en las células a través 
del receptor del factor crecimiento 
derivado de plaquetas. 
CICLO DE INFECCIÓN DEL AAV 
 
Hay varios pasos en el ciclo de infección 
por AAV117: 
 
o unión a la membrana celular 
o endocitosis 
o tráfico endosomal 
o escapar del endosoma tardío 
o translocación al núcleo 
o formación de la forma replicativa de 
doble hélice de ADN del genoma 
o expresión de los genes rep 
o replicación del genoma 
o expresión de los genes cap, síntesis 
de partículas de ssADN 
o ensamblaje de los viriones 
completos, y 
o liberación de la célula infectada. 
 
Algunos de estos pasos puede ser 
diferente según el tipo celular, lo que, en 
parte, contribuye al tropismo definido y 
limitado de AAV. La replicación del virus 
también varía en función de la fase del 
ciclo celular en la que se encuentre. 
 
El rasgo característico de los AAV es una 
deficiencia en la replicación y por lo tanto 
su incapacidad para multiplicarse en las 
células infectadas. El primer factor que 
fue descrito para proporcionar la 
generación exitosa de nuevas partículas 
de AAV, fue el adenovirus, del cual se 
originó el nombre de AAV. Se demostró 
entonces que la replicación de AAV 
puede ser facilitada por algunas 
proteínas seleccionadas derivadas del 
genoma del adenovirus, y por otros virus 
como el VHS, o por agentes genotóxicos, 
como la irradiación UV o hidroxiurea. 
 
INMUNOLOGÍA DEL AAV 
 
AAV es de particular interés para la 
terapia génica debido a su limitada 
capacidad para inducir respuesta inmune 
en el ser humano, factor que influye 
positivamente en la eficiencia de la 
transducción de vectores y reduce el 
riesgo de cualquier patología asociada. 
Respuesta innata 
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La respuesta inmune innata a los 
vectores AAV se ha caracterizado en los 
modelos animales. La administración 
intravenosa en ratones provoca la 
producción transitoria de citoquinas pro-
inflamatorias y alguna infiltración de 
neutrófilos y otros leucocitos en el 
hígado, lo que parece capturar un gran 
porcentaje de las partículas virales 
inyectadas. Ambos niveles de los 
factores solubles y la infiltración de 
células parecen volver a los valores 
basales dentro de las seis horas. Por el 
contrario, los virus más agresivos 
producen respuestas innatas que duran 
24 horas o más122.  
 
Respuesta Humoral 
 
Se sabe que el virus estimula una 
inmunidad humoral robusta en modelos 
animales y en la población humana, 
donde se cree que hasta un 80% de las 
personas son seropositivos para AAV2. 
Los anticuerpos son neutralizantes y esto 
puede tener un impacto en la eficiencia 
de transducción del vector, dependiendo 
de la vía de administración. De los 
ensayos clínicos de sensibilización y 
refuerzo en animales se desprende que 
la memoria de los linfocitos B es fuerte. 
En los seres humanos seropositivos, los 
anticuerpos circulantes para AAV2 
responsables de la respuesta tardía, son 
fundamentalmente IgG (subclases IgG1 e 
IgG2)123. 
 
Respuesta mediada por células  
 
La respuesta celular contra el virus y 
contra los vectores está pobremente 
caracterizada y ha sido ampliamente 
ignorada en la literatura hasta hace 
relativamente poco tiempo. Los ensayos 
clínicos utilizando un vector basado en 
AAV2 para el tratamiento de la hemofilia 
B indican que puede ocurrir la 
destrucción selectiva de células 
transducidas. Junto con los datos que 
muestran que células T CD8 + pueden 
reconocer elementos de la cápside del 
AAV in vitro, parece que puede haber 
una respuesta de los linfocitos T 
citotóxicos a los vectores AAV.  
 
Respuestas citotóxicas implicarían la 
participación de las células T helper CD4 
+ en la respuesta a AAV y datos in vitro a 
partir de los estudios en humanos 
sugieren que el virus realmente puede 
inducir a respuestas tales como 
respuestas de memoria Th1 y Th2.  
 
Se han identificado un número de 
epítopos candidatos en la proteína VP1 
de la cápsida del AAV que estimulan las 
células T, que pueden ser blancos 
atractivos para la modificación de la 
cápsida del virus, si va a ser utilizado 
como un vector para terapia génica123. 
 
ENSAYOS CLINICOS MEDIADOS POR 
AAV 
 
Hasta la fecha los AAV se han utilizado 
en ensayos clínicos en fase I y II para el 
tratamiento de la fibrosis quística y en 
fase I en casos de hemofilia. También se 
han encontrado resultados prometedores 
en ensayos clínicos en fase I en la 
enfermedad de Parkinson, mostrando 
una buena tolerancia del vector AAV2 en 
el sistema nervioso central. Otros 
ensayos que están en fase de iniciación, 
concernientes a la seguridad del virus 
AAV son el tratamiento de la distrofia 
muscular, la enfermedad de Canavan y la 
lipofuscinosis neuronal.  
 
En enfermedades oculares existen 
actualmente 17 ensayos clínicos en 
marcha en los que se utiliza como vector 
de transmisión del gen el AAV90,124,125 
(Tabla 3). AAV2 se ha utilizado como 
vector en ensayos clínicos en pacientes 
con LCA. 
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2. JUSTIFICACIÓN 
Y OBJETIVOS 
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2.1 JUSTIFICACIÓN 
 
 
La RP es una distrofia hereditaria de la 
retina, caracterizada por una 
degeneración progresiva de los 
fotorreceptores. Hasta ahora se han 
identificado más de 80 genes32 asociados 
con la enfermedad, siendo la mayoría de 
ellos expresados exclusivamente en la 
retina. Sin embargo, algunos de los 
genes asociados a la RP se expresan de 
manera ubicua en el organismo, pero 
producen un fenotipo exclusivo en la 
retina. Uno de estos genes no 
específicos de la retina es el gen 
PRPF31 (precursor del factor 31 de 
procesamiento de ARN) y causante de 
RPad. Se localiza en el cromosoma 
19q13.4, locus RP11 y codifica la 
proteína PRPF31, factor de empalme 
necesario para la maduración de pre-
ARNm.  
 
Las familias afectadas por esta mutación 
genética muestran penetrancia 
incompleta, lo cual ha sido explicado en 
base a un mecanismo de 
haploinsuficiencia81, ya que la mayoría de 
las mutaciones en PRPF31 producen 
proteínas truncadas. Además, se ha 
observado que los pacientes con una 
elevada expresión del alelo normal no 
desarrollan la enfermedad. Para el 
estudio de la fisiopatología de la 
enfermedad asociada a esta mutación se 
han creado dos modelos de ratón, 
Prpf31A216P/+knock-in (KI) y Prpf31+/-
knock-out (KO)126. 
 
La evaluación de estos animales no ha 
mostrado un fenotipo claro de 
degeneración de retina y la única 
observación de alteración morfológica, 
descrita por microscopia electrónica, es 
que en los KO hay vacuolización de las 
células del EPR y depósito de un material 
amorfo entre el EPR y la membrana de 
Bruch127.  
 
Actualmente se desconocen tanto la 
causa de estos cambios morfológicos 
observados en el EPR de estos ratones 
como los mecanismos moleculares 
exactos que conducen a la muerte de los 
fotorreceptores en pacientes con 
mutaciones en el gen PRPF31. 
 
La RP sigue siendo hasta ahora una 
patología crónica, incapacitante y sin 
ningún tratamiento curativo. Durante la 
última década la terapia génica ha 
surgido como una alternativa terapéutica 
novedosa y prometedora para tratar 
enfermedades que hasta el momento no 
tenían cura. Por tal motivo decidimos 
realizar una prueba de concepto para 
determinar sí la terapia génica puede ser 
considerada como una opción 
terapéutica para la RP causada por 
mutaciones en el gen PRPF31. 
 
En vista que el fenotipo de los ratones 
modelo de esta enfermedad es poco 
demostrativo y difícil de cuantificar, 
decidimos profundizar en la 
caracterización fenotípica de los ratones 
Prpf31A216P/+ KI, enfocándonos principal-
mente en cambios morfológícos y 
funcionales del EPR de estos animales. 
La caracterización fenotípica es útil no 
solo para encontrar signos que permitan 
cuantificar el efecto terapéutico de 
cualquier nuevo medicamento, sino que 
también sirve para establecer las bases 
moleculares de la enfermedad, y este 
conocimiento es esencial para poder 
encontrar la verdadera diana terapéutica 
en cualquier ensayo clínico de terapia 
génica. 
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2.2 HIPÓTESIS 
 
 
Las dos hipótesis (H) fundamentales 
sobre las que se apoya esta 
investigación son las siguientes:  
 
H1: Conociendo que la mutación en el 
gen PRPF31 puede causar tanto RPad 
como otras alteraciones degenerativas 
de la mácula83 y dado que en el modelo 
mutante Prpf31-/+ KO se ha observado 
engrosamiento de la membrana de 
Bruch127, una de las características de la 
degeneración macular, nos hemos 
planteado si el fenotipo expresado por el 
ratón Prpf31A216P/+ KI estará más 
relacionado con un modelo de 
degeneración del EPR macular que con 
uno de RP y podría usarse como modelo 
de DM.  
 
H2: Dado que la haploinsuficiencia es 
considerada como el principal 
mecanismo por el cual las mutaciones en 
el gen PRPF31 conducen  a la 
degeneración de la retina81  y conociendo 
que la terapia génica utilizando AAV2 es 
segura y eficaz para el tratamiento en 
humanos de otras enfermedades 
degenerativas de la retina como la 
LCA102,124;  nos hemos planteado sí la 
terapia génica a través de la sobre-
expresión del gen PRPF31 podrá ser 
segura y eficaz para mejorar la función 
visual de ratones heterocigotos 
Prpf31A216P/+ KI adultos. 
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2.3 OBJETIVOS 
 
 
2.3.1 OBJETIVOS GENERALES 
 
La experimentación animal en el diseño 
de nuevas terapias es un requisito 
imprescindible de los ensayos pre-
clínicos. Por ello es de suma importancia 
contar con los modelos animales que 
simulen la enfermedad del humano y que 
tengan características clínicas que se 
puedan cuantificar128. Por tal motivo, la 
investigación experimental de esta tesis 
se ha dividido en dos objetivos generales 
(OG): 
 
OG1: caracterizar el fenotipo de los 
ratones mutantes Prpf31A216P/+ KI para su 
uso como modelo experimental de 
distrofia retiniana para la evaluación de 
terapias avanzadas.  
 
OG2: evaluar la seguridad y eficacia de 
la liberación del gen PRPF31 en la retina 
de los ratones Prpf31A216P/+ KI. 
 
 
2.3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
Para desarrollar los dos objetivos 
generales nos planteamos los siguientes 
objetivos específicos (OE) en cada uno 
de ellos: 
 
 
OE1: CARACTERIZAR EL FENOTIPO 
DE LOS RATONES  K.I. 
 
OE1.1: Examinar el fondo de ojo a través 
de funduscopia.  
 
OE1.2: Describir la respuesta del reflejo 
OKR a través del test optomotor. 
 
OE1.3: Evaluar la amplitud y frecuencia 
de las ondas a, b y c del ERG.  
 
OE.1.4: Cuantificar el grosor de la retina 
a través de TCO. 
 
OE1.5: Realizar el estudio histológico de 
la retina y de expresión de diferentes 
proteínas a través de WT. 
 
OE1.6: Observar los cambios 
morfológicos y funcionales posteriores a 
la exposición a la luz y electroporación. 
 
OE1.7: Determinar la distribución de la 
expresión de la proteína PRPF31 en la 
retina del ratón. 
 
OE1.8: Cuantificar la expresión de 
diferentes genes del ciclo visual en 
condiciones de luz y oscuridad. 
 
OE2: EVALUAR LA SEGURIDAD Y 
EFICACIA DE LA LIBERACIÓN DEL 
GEN PRPF31 EN RETINA DE 
RATONES 
 
OE2.1: Construir los plásmidos y producir 
los AAV2 portando el gen PRPF31 o solo 
con la proteína fluorescente verde 
humanizada (EGFP) 
 
OE2.2: Purificar, concentrar y titular las 
partículas virales. 
 
OE2.3: Valorar la capacidad de infección 
de los AAV2 y  determinar los efectos 
citotóxicos en cultivos celulares. 
 
OE2.4: Realizar la inyección subretinal 
en ratones Prpf31A216P/+ KI con los 
vectores AAV2-GFP, AAV2-PRPF31. 
 
OE2.5: Evaluar a los animales 
inyectados por medio de funduscopia, 
ERG, test optomotor, TCO, histología y 
WB. 
 
OE2.6: Utilizar nanopartículas como 
alternativa a los vectores virales y 
evaluar su eficacia. 
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3. MATERIALES Y 
MÉTODOS 
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cebador nuevo 
DNA
nuevo 
DNA
secuencia
diana
3.1  CARACTERIZA-
CIÓN FENOTÍPICA 
 
 
3.1.1 CONSIDERACIONES ÉTICAS 
 
Todos los experimentos descritos en este 
trabajo han sido realizados de acuerdo con 
la Directiva Europea 2010/63/UE de 
protección de los animales utilizados para 
fines científicos y Real Decreto 53/2013, 
por el que se establecen las normas 
básicas aplicables para la protección de los 
animales utilizados en experimentación y 
otros fines científicos, incluyendo la 
docencia. Los métodos experimentales 
para la manipulación de los animales han 
sido aprobados por el Comité Ético de 
Experimentación Animal de CABIMER y el 
Gobierno Andaluz. Se realizaron todos los 
esfuerzos posibles para minimizar el 
número de animales usados y su 
sufrimiento. 
 
 
3.1.2 GENOTIPADO Y MANTENIMIENTO 
DE LA COLONIA 
 
Los ratones Prpf31A216P/+ KI y Prpf31-/+ KO 
en la cepa C57BL/6 fueron obtenidos del 
“Institut de la Vision”, Université Pierre et 
Marie Curie-Paris, Francia. La mayoría de 
los experimentos para realizar esta tesis 
fueron realizados con el modelo 
heterocigoto Prpf31A216P/+ KI ya que el 
ratón Prpf31-/+KO ha seguido siendo 
estudiado por Farkas y col129. Los ratones 
homocigotos Prpf31A216P/A216P y Prpf31-/-
fueron embrionariamente letales como ha 
sido descrito por Bujakowska y col.126. Las 
parejas reproductoras y sus crías se 
mantuvieron individualmente en cajas de 
plástico transparente ventiladas de 15 x 16 
x 30 cm (ancho x alto x largo) en la Unidad 
de Recursos Biológicos de CABIMER, con 
temperatura (23 ± 1°C) y humedad (35 ± 
5%) controladas y un ciclo de luz-oscuridad 
fue de 12h (7:30h-19:30h). Los ratones 
tuvieron libre acceso en todo momento a 
comida y agua.  
Para realizar el genotipado se utilizó la 
técnica de la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR). Es una técnica de 
biología molecular que permite obtener 
amplificar un fragmento de DNA en 
particular, “purificando” esa región del resto 
del genoma.  La reacción consta de 20 a 
30 ciclos en los que la secuencia se 
multiplica y el producto de cada ciclo sirve 
de plantilla para el siguiente ciclo (Fig. 33).  
 
Se eligen dos grupos de nucleótidos de 
ADN que flanquean la secuencia que 
queremos amplificar y se generan los 
oligonucleótidos complementarios que 
sirven de cebadores para la síntesis in vitro 
de ADN, que es llevada a cabo por una 
enzima que es la ADN polimerasa. 
 
Al inicio de la PCR hay un primer paso, 
llamado desnaturalización, en el que la 
doble hélice de ADN se abre y las cadenas 
se separan. A continuación los cebadores 
se unen con sus secuencias 
complementarias en cada cadena de ADN. 
Este paso se llama hibridación o 
alineamiento. Entonces ocurre síntesis de 
nuevo ADN. Mediante la incubación con 
las enzimas polimerasas, se generan 
nuevas cadenas de ADN comenzando 
desde cada cebador en sentido 5´3´. De 
nuevo vuelve a repetirse todo el proceso 
durante el número de ciclos que hayamos 
programado. Al final, generalmente, se 
lleva a cabo una última etapa que se llama 
elongación final con la que se pretende 
que cualquier ADN de cadena simple sea 
amplificado130. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33. Reacción en cadena de la 
polimerasa. 
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2. Análisis cualitativo: estos protocolos 
constituyen un recurso importante para 
mejorar la calidad de las imágenes 
retinianas obtenidas durante la prueba y 
facilitar su interpretación. Aplican 
algoritmos    matemáticos  que  ayudan a 
analizar visualmente la imagen 
tomográfica,  cambiando su aspecto pero 
sin cambiar los datos tomográficos sin 
procesar. Se facilita así la identificación de 
los cambios en la refringencia de alguna de 
las capas. 
 
Bajo midriasis farmacológica y sedación se 
tomaron escáneres retinianos de los 
ratones con el tomógrafo de dominio 
temporal Stratus (Carl Zeiss, Germany). El 
protocolo de adquisición fue realizar una 
serie de 6 barridos lineales y equidistantes 
entre sí a través de un eje central común. 
Los cortes se ajustaron para explorar los 3 
mm de la retina central y el enfoque en +12 
dioptrías. 
 
El protocolo de análisis cuantitativo incluyó 
el grosor de la retina entre el inicio de la 
zona de EPR y coroides (EPR/C) y la 
membrana limitante interna. La 
cuantificación del grosor de la retina se 
realizó a partir de los valores obtenidos del 
mapa circular de espesor retiniano. 
Además se realizó en análisis cualitativo 
de hiperrefringencia del EPR/C. 
 
 
3.1.7 HISTOLOGÍA 
 
Evaluamos los cambios morfológicos de la 
retina mediante tinciones especiales para 
lipofuscina y colesterol libre y técnicas de 
inmunofluorescencia (IF). 
 
La IF es una técnica de inmuno-marcación 
que consiste en demostrar la presencia de 
una determinada molécula (antígeno) a 
través de anticuerpos unidos a alguna 
sustancia fluorescente.  De este modo se 
consiguen identificar moléculas específicas 
en una célula. Existen diversas variantes 
de esta técnica. En la inmunofluorescencia 
directa (IFD) un anticuerpo unido a un 
fluoróforo se une al antígeno. En cambio, 
la inmuno-fluorescencia indirecta (IFI) hace 
uso de dos anticuerpos, el primero 
reconoce al antígeno y el secundario, que 
es el que va marcado con un fluoróforo, 
reconoce al anticuerpo primario (Fig. 41). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 41. Inmunofluorescencia. Marcaje 
en IFI. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 42. Inmunofluorescencia. Corte de 
retina. 
 
Las partículas fluorescentes absorben la 
luz a una determinada longitud de onda y 
la emiten a otra. Pueden ser visualizadas 
en microscopio de fluorescencia o 
Marcador 
fluorescente 
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microscopio confocal gracias a filtros 
específicos que solo dejen pasar la luz a 
una determinada longitud de onda sobre 
un fondo negro130. Algunos de los 
marcadores fluorescentes más común-
mente usados son: 
 
o DAPI (marcador ultravioleta específico 
para ADN) (Fig 42.) 
o Opsina (verde para conos) (Fig 42.) 
o Rodamina (rojo) (Fig 42.) 
o Fluoresceina (naranja)  
o Ficoeritrina (rojo) 
 
Para realizar los estudios histológicos se 
utilizaron ratones adultos de 2 y hasta 8 
meses de edad. Los ratones fueron 
sacrificados mediante dislocación cervical, 
después se procedía a realizar la 
enucleación de los ojos completos, que 
fueron rápidamente fijados en 4% 
paraformaldehído-PBS (tampón fosfato 
salino) durante toda la noche a 4ºC. Los 
tejidos fijados fueron criopreservados con 
20 y 30% de sacarosa-PBS (Anexo II). Con 
un criostato se realizaron cortes seriados 
de 18 µm de espesor. Las muestras se 
tiñeron con hematoxilina-eosina (HE) para 
observar la morfología de las capas de la 
retina. 
 
Para detectar lipofuscina se utilizó la 
tinción de carbolfucsina de Kinyoun y ácido 
pícrico del Instituto de Patología de las 
Fuerzas Armadas de EE.UU (AFIP). 
Además, la autofluorescencia del EPR fue 
observada a través de un microscopio 
confocal (Leica CS SP5) y la excitación fue 
realizada con un láser de ion de argón de 
de 64 mW entre 457 y 488 nm y barrera 
entre 615-715 nm. Para evaluar la 
presencia de colesterol libre depositado 
entre la membrana de Bruch y el EPR se 
utilizó la tinción de filipina. Esta tinción usa 
un antibiótico poliénico natural fluorescente 
que se une al colesterol libre, pero no a los 
esteroles  esterificados. La fluorescencia 
de la tinción de filipina se observa con luz 
UV con una excitación alrededor de 360 
nm y de emisión de alrededor de 480 nm.  
 
La distribución y expresión de diferentes 
proteínas a nivel del EPR y de los 
fotorreceptores fue observada a través de 
IF utilizando diferentes anticuerpos 
primarios tales como: anti-laminina, anti-
RPE65, anti-Kir7.1, anti-C3, anti-opsina, 
anti-rodopsina (anexo II). Para determinar 
la expresión de la proteína PRPF31 se 
realizó inmunohistoquímica con anti-
cuerpos anti-PRPF31 y anti-rodopsina 
como control positivo.  
 
 
3.1.8 WESTERN BLOT 
 
El western blot (WB) es una técnica 
utilizada para identificar, con anticuerpos 
específicos, proteínas que han sido 
aisladas en función de su taño mediante 
electroforesis en gel.  
 
Las proteínas habitualmente tienen una 
carga neta, positiva o negativa, 
dependiendo de los aminoácidos que 
contengan. Cuando se aplica un campo 
eléctrico a una solución que contenga 
moléculas proteicas, éstas van a migrar en 
función de su tamaño y su carga. Ésta 
técnica se conoce como electroforesis  
(Fig.43) y actualmente se realiza en geles 
de poliacrilamida. 
 
Para realizarlo, las proteínas se encuentra 
solubilizadas en un detergente (sodio-
dodecil-sulfato (SDS)) que tiene una fuerte 
carga negativa y mediante su unión a las 
regiones hidrofóbicas de la moléculas 
proteicas hace que dichas proteínas 
rompan sus estructuras secundarias y 
terciarias quedando como cadenas 
polipeptídicas desnaturalizadas. 
 
Posteriormente son transferidas a una 
membrana absorbente (generalmente de 
nitrocelulosa o de PVDF) para poder 
buscar la proteína de interés con 
anticuerpos específicos contra ella. La 
membrana se coloca junto al gel, se cubre 
con un material absorbente y se sumerge 
en un tampón.  
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el aumento de la autofluorescencia del 
EPR. La electroporación surge como una 
modalidad para permeabilizar membrana 
celular y mejorar la llegada de 
medicamentos o xenobioticos al espacio 
intracelular. Sin embargo se ha observado 
que los efectos de la exposición de cultivos 
celulares a un campo eléctrico no se 
limitan a la electropermeabilización, sino 
también a la formación de radicales libres 
de oxígeno (ROS), que pueden derivar en 
daño celular 142.  
 
La exposición a una fuente de luz intensa 
ha sido utilizada para acelerar la aparición 
de determinados fenotipos de 
degeneración de la retina en diferentes 
ratones mutantes. Sin embargo, el uso de 
la electroporación no ha sido descrito como 
técnica para exacerbar la aparición de un 
determinado fenotipo. Por ello, decidimos 
realizar la electroporación en ratones WT y 
Prpf31A216P/+ KI no inyectados, para 
determinar si el fenotipo de nuestro modelo 
mutante era exacerbado por esta técnica. 
 
Ratones WT y Prpf31A216P/+ KI fueron 
anestesiados siguiendo el mismo protocolo 
que se ha descrito para hacer la 
funduscopia. Se colocó siempre el polo 
positivo del electrodo humedecido en PBS 
sobre el ojo derecho (Platinum 
Tweezertrode, 3mm (BTX Harvard 
Apparatus, Holliston, Massachusetts, 
EE.UU). Cada animal fue expuestos a 5 
pulsos de 50 ms a 87 Voltios con el 
electroporador Elecro Square Porator™ 
(BTX Harvard Apparatus, Holliston, 
Massachusetts, EE.UU). A continuación se 
realizó exploración del fondo de ojo y 
estudios  histológicos de la retina. 
 
Como hemos mencionado anteriormente, 
en diferentes estudios se ha observado 
que la exposición a una fuente de luz 
intensa deriva en la muerte de 
fotorreceptores mediante la activación de 
factores de apoptosis y liberación de ROS. 
Remé y cols.143 observaron que el umbral 
para inducir apoptosis mediante la luz 
depende de los niveles de rodopsina, 
mientras que la tasa de regeneración 
celular depende de los niveles de otra 
proteína, RPE65 en el EPR143,144. Por otro 
lado, la luz induce la activación de la señal 
del factor de crecimiento endotelial 
vascular (VEGF), que a nivel del EPR 
conlleva una ruptura de la barrera hemato-
retiniana. Esta hiper-permeabilidad a su 
vez conduce también a un aumento de la 
apoptosis de los fotororreceptores145. 
 
Los ratones WT y Prpf31A216P/+ KI fueron 
colocados en una caja de plástico 
transparente de 24 x 14 x 38 cm (ancho x 
alto x largo) y fueron expuestos durante 5 
días consecutivos a una fuente de luz 
intensa (2.500 lux) producida por 5 
bombillas de 9 W. A continuación se 
realizó ERG estándar y registro de la onda 
c así como estudios  histológicos. 
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3.2 EVALUACIÓN DE 
LA SEGURIDAD Y 
EFICACIA DE LA 
TERAPIA GÉNICA 
 
 
Para investigar si la transferencia de la 
copia normal del gen humano PRPF31 
sería segura y efectiva para revertir el 
fenotipo de los ratones Prpf31A216P/+ KI, 
realizamos un ensayo de terapia génica 
usando vectores virales (AAV2) o no 
virales  (nanopartículas) constituidas por 
ésteres de sorbitán (Span 80) y poli-L-
arginina (SP-PA) cedidas por el 
Departamento de Farmacia y Tecnología 
Farmacéutica de la Facultad de Farmacia 
de la Universidad de Santiago de 
Compostela (USC). Los resultados 
obtenidos con la terapia génica utilizando 
las nanopartículas SP-PA como vector del 
gen PRPF31 ya han sido presentados en 
una tesis de la USC, por tal motivo solo 
mencionaremos los resultados más 
relevantes de estos experimentos como 
anexos.  
 
 
3.2.1 PRODUCCIÓN, CONCENTRACIÓN 
Y PURIFICACIÓN DE LOS VECTORES 
VIRALES 
 
 
La producción de los AAV2 se realizó bajo 
estrictas normas de bioseguridad nivel 2 
siguiendo las recomendaciones del 
“National Institute of Health” de EE.UU. En 
este proyecto se utilizó el vector viral 
pAAV-IRES-hrGFP del kit AAV Helper-Free 
System (Agilent Technologies, Santa 
Clara, CA, EE.UU) (AAV2-hrGFP) para la 
clonación del gen de interés PRPF31 
(AAV2-PRPF31) (Anexo IV). El vector 
pAAV-IRES-hrGFP (Fig. 45) contiene el 
promotor de citomegalovirus (CMV) y otros 
elementos para la expresión de genes a un 
alto nivel en células de mamífero. El vector 
también contiene ITR para la replicación y  
ensamble viral además de contener una 
casete de expresión dicistrónico para la 
expresión de la proteína verde fluorescente 
recombinante humanizada (hrGFP). La 
secuencia que codifica la proteína PRPF31 
humana (ADNc) se obtuvo a partir de un 
plásmido preparado previamente en 
nuestro laboratorio (pEGFP-C1-PRPF31), 
y se clonó en el sitio de clonación múltiple 
del AAV2-hrGFP, utilizando los sitios de 
restricción BamHI y XhoI. Además, la 
secuencia del PRPF31 por su C-terminal 
se fusionó a la secuencia de FLAGx3, por 
lo que la sobre-expresión inducida por la 
infección del virus pudo ser detectada con 
un anticuerpo anti-FLAG, manteniendo 
también la señal de hrGFP. 
 
Para la producción del AAV (Fig. 46) se 
necesitó una transfección triple con la 
construcción AAV2-PRPF31 junto con dos 
plásmidos auxiliares (RC y Helper) que 
reúnen todos los genes virales necesarios 
para el empaquetamiento de las partículas 
del virus. La línea celular necesaria para el 
embalaje viral es la AAV-293. Estas células 
se derivan de la HEK293 (células 
embrionarias de riñón humano) que han 
sido transformadas con ADN de 
adenovirus tipo 5 que expresan en forma 
estable el gen E1 en trans y permiten la 
producción de partículas virales cuando las 
células son co-tranfectadas con los tres 
plásmidos del AAV Helper-Free System. 
Los protocolos de cultivo celular, así como 
también de transfección, producción de 
AAV2 y purificación a través de columnas 
de heparina se describen en detalle en el 
anexo V146. 
 
Para realizar la titulación de las partículas 
virales se transfectó la línea celular AAV-
HT1080 (precursoras de fibroblastos) y la 
titulación se calculó midiendo la 
fluorescencia de hrGFP por citometría de 
flujo y también por titulación del DNA viral 
utilizando el kit proporcionado por Agilent 
Technologies (Anexo VI). Obtuvimos  109 
partículas virales/ml. Los viales fueron 
criopreservados. 
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orienta hacia el polo posterior del ojo, para 
no lesionar el cristalino, y cuando se 
alcanza el espacio subretiniano se procede 
a inyectar 1 µl de la solución que 
correspondiese en cada caso a una 
velocidad de 0,05 µl/seg. Por último, se 
aplica una gota de colirio antibiótico (0,3% 
ciprofloxacino) en cada ojo y los animales 
fueron mantenidos en una manta térmica a 
37°C hasta que se recuperaron de la 
anestesia. 
 
 
3.2.4 EVALUCIÓN DE LOS ANIMALES 
TRAS LA INYECCIÓN 
 
Pasados 1, 2 y 4 meses tras realizar la 
inyección se realizó funduscopia, ERG, test 
optomotor y OCT de los animales 
inyectados para comprobar la seguridad y 
la eficacia de la terapia. Para realizar estos 
test se siguieron los mismos protocolos 
descritos previamente en los apartados 
4.1.3 al 4.1.8 para la caracterización 
fenotípica de los animales. 
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3.3 ANÁLISIS 
ESTADÍSTICO 
 
 
El análisis estadístico se realizó con el 
programa IBM SPSS statistics 22. Los 
valores fueron expresados como la media 
± el error estándar de la media (EEM). La 
diferencia estadística entre grupos se 
calculó a través t-test o análisis de la 
varianza (ANOVA) dependiendo del 
número de grupos a comparar. El test de 
Dunnett o el test de Tukey fueron utilizados 
para el análisis post hoc. Un valor de 
p menor que 0,05 fue tomado como 
diferencia estadísticamente significativa.  
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4. RESULTADOS Y 
DISCUSIÓN 
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En los ratones Prpf31A216P/+ KI se observó 
gran acumulación de membranas de los 
OS en el citoplasma del EPR (Fig. 58 B; 
flecha), acumulación de gránulos grandes 
de lipofuscina (Fig. 58 B; Lf), vacuolas y 
separación entre células del EPR por 
posible pérdida de las uniones estrechas o 
acumulación de vacuolas (Fig. 58 B; Va y 
asterisco), atrofia marcada de los 
repliegues de la membrana celular con 
aumento del espacio entre dichos 
repliegues (Fig. 58 B; Re), y finalmente 
engrosamiento de la membrana de Bruch y 
perdida de la homogeneidad de la 
substancia fundamental (Fig. 58 B; MB y D; 
Sf). El grosor de la membrana de Bruch en 
el ratón WT midió aproximadamente 400 
nm y en el ratón mutante en su parte más 
ancha 800 nm medido entre la lámina 
basal del EPR y del endotelio (Fig. 58 C y 
D; Lb, cabezas de flecha). 
 
El engrosamiento de la membrana de 
Bruch es una característica de la DMAE y 
del envejecimiento normal de la retina, 
dañina para los conos en los ratones KI. 
Este modelo pudiera ser muy útil para 
estudiar la interacción entre los factores 
ambientales, como la exposición a la luz, y 
la genética en el desarrollo de la DMAE. 
 
 
4.1.7 LOS RATONES Prpf31A216P/+ 
TIENEN ACUMULACIÓN DE 
LIPOFUCSINA EN LAS CÉLULAS DEL 
EPR 
 
Al igual que muchos otros tipos de células 
post-mitóticas, el EPR puede acumular 
lipofuscina durante el proceso normal de 
envejecimiento. Los fluoróforos que 
constituyen la lipofuscina de EPR sirven 
como una fuente de auto-fluorescencia que 
puede ser detectada por oftalmoscopia 
láser confocal161. Al evaluar los cambios 
morfológicos del fundus observamos que la 
retina y algunos de los depósitos blanco-
amarillentos presentaban incremento de la 
auto-fluorescencia (Fig. 48 J). Esta descrito 
que la lipofuscina tiene un pico de 
excitación entre 450-490 nm y un pico 
máximo de emisión de aproximadamente 
600 nm161. 
 
Por tal motivo decidimos analizar en el 
microscopio confocal laser la auto-
fluorescencia del EPR de ratones WT y 
ratones Prpf31A216P/+ KI. Los cortes 
histológicos conteniendo el EPR fueron 
excitados con un láser de argón a 457 y 
488 nm y la barrera se fijó entre 615-715 
nm  (Fig. 59). Se observó claramente como 
la auto-fluorescencia de EPR se 
encontraba incrementada en los ratones 
mutantes (Fig.  59 C). Al observar con 
mayor aumento las muestras de EPR 
apreciamos que existían acúmulos de 
pequeños gránulos peri-nucleares auto-
fluorescentes similares a los gránulos de 
lipofuscina (Fig. 59 D). 
 
Los resultados de la tinción para 
lipofucsina pueden observarse mediante 
microscopía óptica normal o con luz 
ultravioleta. En la figura 59 se observa la 
elevada autofluorescencia del EPR del 
ratón KI.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 59. Auto-fluorescencia (verde) del 
EPR de un ratón WT (A, B) y Prpf31A216P/+ KI 
(C, D). En azul se observan los núcleos 
teñidos con DAPI. B y D muestran las 
imágenes amplificadas del EPR. 
 
Finalmente, para comprobar si en realidad 
existía un incremento de la lipofuscina en 
el EPR de los ratones Prpf31A216P/+ KI 
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Tabla 4. Resumen de las características fenotípicas de algunos de los principales modelos 
murinos de DMAE seca y comparación con el modelo Prpf31A216p/+ KI. 
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Grupo 2. 
Activación del 
complemento 
Cfh-/- 
   +  +  + + Coffey et al., 2007 
Grupo 2. 
Activación del 
complemento 
Transgénico 
Cfh-/-Y402H + +    + +   
Ufret-
Vicenty et 
al., 2010 
Grupo 2. 
Citoquinas Ccl-/- y Ccr2- + + + + +   +  
Ambati et 
al., 2003 
Grupo 2. 
Citoquinas Ccl-/-  +  +   +   
Lúhmann et 
al., 2009 
Grupo 2. 
Daño 
oxidativo 
Sod1-/+ + +      + + Imamura et al., 2006 
Grupo 2. 
Metabolismo 
de proteínas 
y lípidos 
Transgénico 
APOEe2/e4 y 
dieta rica en 
grasas 
+ + +     +  Malek et al., 2005 
Grupo 2. 
Metabolismo 
de proteínas 
y lípidos 
Transgéico 
catepsina D  + + +    + + 
Rakoczy et 
al., 2002 
Grupo 3. 
Daño 
oxidativo 
Inmunizado 
con CEP + + +    + + + 
Hollyfield et 
al., 2008 
Grupo 4.  
Otros 
Ratones de 
senescencia 
acelerada 
+ +      +  Takada et al., 1994 
Grupo 1. 
ATPasa 
Abcr-/- 
Stargardt +  +/- + +     
Mata et al., 
2001 
Grupo 1. 
Factor de 
empalme de 
ARNm 
Prpf31A216P/+ 
KI + + + + ¿? + + +* + 
Díaz et al., 
2015** 
 
 
Fuente. Modificado de Pennesi et al.128 y Ramkumar et al.173 Grupo 1: ratones con modificación 
de genes asociados con degeneración macular juvenil. Grupo 2: ratones con modificación de 
genes asociados con DMAE. Grupo 3: ratones inmunológicamente modificados. Grupo 4: 
ratones que desarrollan espontáneamente DMAE. MB: membrana de Bruch. EPR: epitelio 
pigmetnario de la retina. ERG: Electrorretinograma. CEP: carboxietilpirol. *Tras exposición a 
una fuente de luz intensa. **Manuscrito en preparación. 
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que el uso de primates no humanos o 
cerdos y presentan la ventaja de que 
pueden ser manipulados genéticamente 
para mimetizar las alteraciones genéticas 
observadas en los pacientes. Sobre la 
base de la patogénesis multifactorial de 
DMAE, los modelos murinos de DMAE 
seca se pueden clasificar en cuatro grupos 
y pueden afectar o involucrar varias vías 
(tabla 4). En primer lugar, los ratones 
genéticamente modificados con 
mutaciones presentes en la distrofias 
maculares juveniles son los modelos más 
comunes, e incluyen Abcr-/- (enfermedad 
de Stargardt), transgénico Elovl4 
(enfermedad de Stargardt dominante), 
Efemp1R345W/R345W (distrofia retiniana en 
panal de Doyne) y ratones Timp3S156C/S156C 
(distrofia macular de Sorsby). En segundo 
lugar, otros modelos murinos que 
involucran genes diana relevantes para 
DMAE, incluyendo genes inflamatorios 
tales como Cfh-/-, Ccl-/-, Ccr2,- Cx3cr1l-/-, 
Ccl2-/- / Cx3cr1-/- genes asociados al estrés 
oxidativo tales como Sod1-/- y Sod2 KO, 
genes involucrados en vías metabólicas de 
lípidos, proteínas y glucosa tales como 
Neprilisina-/- (beta amiloide), línea 
transgénica mcd/mcd (catepsina D) y línea 
transgénica APOe2e4 con dieta alta en 
colesterol. En tercer lugar, los ratones 
inmunológicamente manipu-lados por 
inmunización con carboxietilpirol (CEP), un 
fragmento oxidado del ácido 
decosahexaenoico (DHA) que se 
encuentra en las drusas. En último lugar, 
las cepas naturales de ratones, como 
arrd2/arrd2 (mutación del gen mdm) y los 
ratones de senescencia acelerada (SAM) 
que desarrollan espontáneamente 
características de DMAE seca como la 
atrofia de los fotorreceptores y el 
engrosamiento de la membrana de Bruch 
(tabla 4). Todos estos modelos han 
permitido conocer más a fondo los 
mecanismos moleculares involucrados en 
el desarrollo de esta patología, pero como 
se mencionó anteriormente ninguno de 
ellos presenta un cuadro completo de 
DMAE. 
 
Inicialmente el ratón Prpf31A216P/+ KI fue 
generado como modelo de RPad, sin 
embargo, los hallazgos encontrados al 
hacer el estudio fenotípico no revelaron 
ninguno de los hallazgos típicos de la RP. 
De hecho este modelo ya había sido 
estudiado previamente y se concluyó que 
no mostraba un fenotipo de degeneración 
de retina126. En cambio, más recientemente 
ha sido publicado que los modelos de RP 
Prpf 3, Prpf 8 y Prpf 31 KO mostraron 
alteraciones en el EPR previo a sufrir 
alteraciones de la retina neuro-sensorial129. 
 
Por ese motivo, profundizamos en el 
estudio del EPR  de nuestro modelo y, 
curiosamente, observamos alteraciones 
que se asemejan más con otros modelos 
de DMAE (tabla 4). 
 
La DMAE es la consecuencia de un 
envejecimiento patológico de la retina. Con 
la edad se producen una serie de cambios 
en el EPR, que se caracterizan por la 
acumulación de cuerpos residuales 
(procedentes de la fagocitosis de los OS 
de los bastones) que contienen 
lipocfucsina. No se sabe si la acumulación 
de estos cuerpos residuales conduce a una 
alteración funcional del EPR. Se ha 
descrito que estos cuerpos muestran 
actividad enzimática de degradación. 
 
Por otro lado, el envejecimiento conlleva 
también cambios en la membrana de 
Bruch: existe una disminución de la 
solubilidad del colágeno, que puede afectar 
a la permeabilidad de la membrana y a la 
acumulación de material residual, se 
acúmulan lípidos de origen extracelular, 
similar a los cambios implicados en la 
aterogénesis, y ocurre un engrosamiento 
difuso de la cara interna y acumulación de 
material extraño, incluyendo amiloide beta, 
y formación de depósitos focales (drusas) 
entre la membrana basal del EPR y la 
membrana de Bruch. Parece que este 
material refleja la actividad metabólica del 
EPR en general, no procede sólo del OS. 
Se ha propuesto que el acúmulo patológico 
sea consecuencia de que el material a 
depurar sea anómalo debido a una 
degradación incompleta por  algún fallo en 
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las enzimas de degradación. También se 
ha postulado que los ácidos grasos 
insaturados procedentes de los OS están 
sujetos a la oxidación de radicales libres, 
produciendo compuestos menos suscep-
tibles a la degradación por enzimas 
lisosómicas. 
 
En nuestro ratón Prpf31A216P/+ KI hemos 
observado una relación directa entre la 
presencia de drusas y la expresión de 
Prpf31 y su papel en la regulación de la 
maduración de RPE65, proteína expresada 
en el EPR que juega un papel fundamental 
en el reciclaje de los pigmentos del ciclo 
visual. El defecto en la maduración de la 
proteína RPE65 justifica que las primeras 
células en ser afectadas por la mutación en 
PRPF31 sean las del EPR. 
 
En el congreso ARVO de 2015 se presentó 
un trabajo donde tratan de desacelerar el 
ciclo visual reduciendo los niveles de A2E 
mediante la inhibición de RPE65 como 
terapia para la DMAE175. Por otro lado, Hoh 
Kam y cols. han demostrado la eficacia de 
una molécula (ciclodextrina) para reducir la 
inflamación y el depósito de amilide beta, 
en la membrana de Bruch así como 
aumentar el nivel de RPE65 en el modelo 
de DMAE seca Chf-/- logrando una mejoría 
en la respuesta electrorretinográfica a los 3 
meses del tratamiento176.  
 
Aunque inicialmente pueda sorprender que 
un modelo animal diseñado para estudiar 
la RP presente unas alteraciones más 
similares a las de la degeneración macular, 
no es infrecuente que la mutación de un 
mismo gen pueda producir diferentes 
enfermedades. De hecho, se ha publicado 
que la mutación en PRPR31 en una misma 
familia causó RP así como degeneración 
macular juvenil83. También se ha descrito la 
aparición de drusas en familiares 
heterocigotos (es decir, portadores de la 
mutación) de pacientes con LCA, para la 
mutación en RPE65, que se justificaría por 
una actividad disminuida de la proteína 
RPE65177.  
 
Por todo esto creemos que  nuestro ratón 
Prpf31A216P/+ KI muestra unas caracterís-
ticas fenotípicas que lo hacen útil como 
modelo de degeneración macular no 
exudativa.  
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Santiago  de  Compostela  (Facultad  de 
Farmacia) y los resultados de la 
experimentación animal utilizando estos 
vehículos han sido parte del trabajo de 
tesis de una doctorando de la Universidad 
de Santiago. Sin embargo, en vista de los 
efectos obtenidos hemos querido mostrar 
algunos de los principales resultados como 
anexos.  
 
Se hicieron tres grupos, 5 ratones WT que 
se inyectaron con sólo glucosa 5%, 5 
ratones PRPF31A216P/+ KI con el vector con 
EGFP (SA-PA-GFP) y 5 animales 
PRPF31A216P/+ KI que se inyectaron con el 
vector con EGFP y con el gen (SA-PA-
PRPF31). Dichos animales fueron 
analizados un mes después de la inyección 
y los resultados obtenidos se pueden ver 
en las figuras anexas: en la figura anexa 3 
se muestra células derivadas de EPR de 
humano (RPE-1) transfectadas con las 
nanopartículas y expresando el transgen 
PRPF31 a nivel del núcleo. En la figura 
anexa 4 se muestra cómo los animales 
inyectados con estas nanopartículas 
presentaron recuperación de la agudeza 
visual en el test optomotor un mes después 
de la inyección. Además, en los ratones 
inyectados con las nanopartículas no se 
observó la atrofia de la retina al cuantificar 
el grosor retiniano por OCT (figura anexa 
5). Por supuesto son requeridos más 
estudios y a mayor largo plazo para 
comprobar la seguridad y eficacia de estas 
nanopartículas, pero el hecho que hayan 
demostrado cierto efecto protector nos 
obliga a seguir explorando los efectos de la 
sobreexpresión de PRPF31 en estos 
modelos animales de RP con 
degeneración primaria del EPR. 
 
 
Una vez realizada la terapia génica y 
encontrar las alteraciones previamente 
descritas en el ERG y al observar 
cualitativamente que en el fondo de ojo la 
autofluorescencia de las lesiones también 
estaba aumentada, nos planteamos que al 
existir una alteración a nivel del EPR y, por 
tanto, una ruptura de la barrera hemato-
retiniana, debe existir algún tipo de 
proceso inflamatorio a ese nivel que hace 
que el efecto de la terapia con AAV2-
PRPF31 sea tóxico para las células de la 
retina.  
 
Se ha publicado en varios artículos182,183 
que algunas de estas lesiones auto-
fluorescentes corresponden a infiltrados de 
macrófagos, por lo que realizamos inmuno-
histología con un marcador de macrófagos 
(lba1) de retina de ratones Prpf31A216P/+ 
inyectados con el virus AAV2-PRPF31 y 
observamos que algunas células del EPR 
sólo expresan señal de GFP, pero también 
observamos células grandes entre EPR y 
los fotorreceptores positivas para lba1, es 
decir, similares a macrófagos. Además, 
donde vimos más atrofia de fotorreceptores 
es donde más infiltrado de estas células 
existía.  
 
Hasta ahora no se habían descrito efectos 
colaterales en la retina con el uso de este 
tipo de vector viral, sin embargo, en uno de 
los últimos artículos publicados que 
evalúan a pacientes tratados para la LCA 
con terapia génica con AAV han visto que 
la muerte de fotorreceptores continua a 
pesar de la terapia184,185. 
 
Pensamos que si sólo hubiera existido 
afectación a nivel de los fotorreceptores en 
nuestro modelo animal tal vez hubiéramos 
obtenido un resultado positivo con la 
terapia génica, pero habiendo alteración en 
la estructura del EPR, con pérdida de 
uniones intercelulares, cualquier inyección 
podría conllevar a la migración de 
macrófagos desde la circulación general a 
este tejido. Cuando hemos realizado los 
experimentos cambiando el vector por 
nanopartículas inorgánicas al mes hemos 
obtenido una mejoría de la función visual. 
En cualquier caso necesitaríamos hacer un 
seguimiento de los animales a más largo 
plazo para asegurarnos de que este efecto 
terapéutico se mantiene en el tiempo. 
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5. CONCLUSIONES 
 
 
 
1. El modelo de ratón Prpf31A216P/+ KI presenta un fenotipo de degenración retiniana 
en el que se altera la función visual incluso previo a que existan evidencias 
electrorretinográficas e histológica de degeneración de los fotorreceptores. 
 
 
2. La reducción en la amplitud de la onda c así como la elevada expresión de la 
proteína Prpf31 en el EPR de estos animales y el defecto de la maduración de 
RPE65, nos hace pensar que la disfunción celular se inicia en el EPR. 
 
 
3. Bajo situaciones que aumentan el estrés oxidativo, se incrementa la formación de  
pseudodrusas en la retina de los ratones KI. Estas lesiones presentan la misma 
disposición histológica y la misma composición bioquímica que las drusas que 
aparecen en la DMAE en el humano. Por ello, el modelo murino Prpf31A216P/+ KI 
presenta degeneración de retina con características anatomo-patologicas y 
funcionales que lo hacen útil como modelo de DMAE seca 
 
 
4. La liberación del gen PRPF31 in vitro muestra una expresión adecuada y no tiene 
efectos tóxicos. Sin embargo, la terapia génica con el constructo AAV-PRPF31 
logra una elevada expresión in vivo, pero que lleva a la aparición de efecto toxico. 
A corto plazo, utilizar nanopartículas inorgánicas como vector del gen PRPF31 
mejora la visión espacial en el ratón Prpf31A216P/+ KI. 
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ANEXO I: GENOTIPADO DE 
LOS RATONES 
 
 
A) Genotipado para detectar la mutación 
Prpf31A216P/+KI y Prpf31-/-KO: 
Las secuencias de los cebadores que se 
utilizaron para KI son: 
o Directo: AGT GTC ACT GCC TCT ACT 
ACC CAG 
o Reverso: AGC CGC TCT AGC TCC 
TCA TC 
Para genotipar a los modelos KO son: 
o Directo: CTC CTG AGT ACC GAG 
TCA TTG TGG ATG C 
o Reverso: GTA GAA GAG AAG CCA 
GAC AGG GTC TTG C 
 
Preparación de la mezcla para la PCR: 
o 1 µl de ADN genómico 
o 2 µl del tampón (10x) para la reacción 
de PCR 
o 0.4 µl de cebador directo 
o 0.4 µl de cebador reverso 
o 0.1 µl de mytaq polimerasa 
o Hasta 10 µl de agua de grado biología 
molecular. 
 
Se agita la mezcla unos segundos. Se 
colocan los tubos en el termociclador.  
 
Programa para la PCR: 
o 95ºC  15 min. 
o 95ºC  45 sec. 
o 62ºC  1 min.       40 ciclos 
o 72ºC  3 min. 
o 72ºC  10 min. 
o 4ºC ∞ 
 
Y el producto de PCR esperado: 
o Banda de 250 pb en los KI y de 400 pb 
en los WT 
o Banda de 2500 pb en los KO y de 3500 
pb en los WT 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B) Genotipado para descartar la 
mutación Crb1rd8: 
 
Las secuencias de los cebadores que se 
utilizaron para descartar la mutación son: 
o Directo 1: GTG AAG ACA GCT ACA 
GTT CTG ATC 
o Reverso: GCC CCA TTT GCA CAC 
TGA TGA C 
 
Las secuencias de los cebadores que se 
utilizaron para detectar la mutación son: 
o Directo 2: GCC CCT GTT TGC ATG 
GAG GAA ACT TGG AAG ACA GTC 
ACA GTT CTT CTG  
o Reverso: GCC CCA TTT GCA CAC 
TGA TGA C 
 
Preparación de la mezcla para la PCR: 
o 1.5µl de ADN genómico 
o 2 µl del tampón (10x) para la reacción 
de PCR 
o 0.6µl de cebador directo 1 o bien 0.3 µl 
de cebador directo 2. 
o 0.6µl de cebador reverso 
o 0.1 µl de mytaq polimerasa 
o Hasta 10 µl de agua de grado biología 
molecular. 
 
Se agita la mezcla unos segundos. Se 
colocan los tubos en el termociclador. 
 
Programa para la PCR: 
o 94ºC 5 min. 
o 94ºC  30 sec. 
o 65ºC  30 sec.     35 ciclos 
o 72ºC  30 sec. 
o 72ºC 7 min. 
o 4ºC ∞ 
 
Y el producto de PCR esperado: 
o Banda de 244 pb en los rd8 
o Banda de 220 pb en los WT 
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ANEXO II: HISTOLOGÍA 
 
 
En primer lugar fijamos los ojos disecados 
en paraformaldehido al 4% en tampón 
fosfato (PBS), 24 horas a 4ºC. 
 
Posteriormente se procedió con la 
crioprotección del tejido mediante la 
inclusión en PBS + Sacarosa al 20% 
donde estuvieron 24horas a 4ºC,  después 
se incluyeron en PBS + Sacarosa al 30% 
donde estuvieron 24 horas a 4ºC y por 
ultimo otras 24 horas a 4ºC en PBS + 
Sacarosa 30% y OCT (gel crioportector) en 
proporción 1:1. Una vez el tejido está 
crioprotegido se incluyó en OCT, en un 
molde y se congeló con hielo seco, 
formándose un bloque sólido que nos 
permitió realizar cortes 18 µm  de espesor 
en criostato. De cada ojo se fueron 
haciendo 5 series recogidas en 
portaobjetos superfrost de máxima 
adherencia. 
 
A continuación las muestras fueron teñidas 
con diferentes técnicas. 
 
 
A) Protocolo de tinción con 
hematoxilina y eosina: 
Para la realización de esta técnica, los 
cortes se dejaron secar a temperatura 
ambiente para que quedasen bien 
adheridos al portaobjeto. Una vez secos se 
hidrataron en agua 30 minutos, y se 
introdujeron un minuto en colorante eosina 
(MERCK) y otro  minuto en colorante 
hematoxilina (MERCK), y posteriormente, 
se deshidrataron y diferenciaron su 
coloración en una batería de alcoholes 
ascendente hasta etanol 100%. Finalmente 
se sumergieron los portaobjetos en Xilol y 
se montaron con resina (EUKITT, O. 
KindlerHmbG y CO, Freiburg). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B) Protocolo para la tinción con la 
técnica de filipina 
 
o Azul filipino: Sigma (F-9765) 
o Stock: 25 mg/ml en DMSO 
o Solución de trabajo: 0,05 mg/ml en 
PBS/10% FBS 
 
En primer lugar se lavan las células 3 
veces con PBS. A continuación se fijan con 
paraformaldehido al 3% durante una hora a 
temperatura ambiente. Volvemos a lavar 
las células 3 veces con PBS. 
Posteriormente las incubamos con 1 ml de 
glicina 1,5mg/ml PBS durante 10 minutos a 
temperatura ambiente, para enfriar el 
paraformaldehido. A continuación se tiñen 
las células con 1 ml de la solución de 
trabajo durante 2 horas a temperatura 
ambiente. De nuevo se lavan las células 3 
veces con PBS. 
 
Podemos visualizar las células en PBS con 
un microscopio de fluorescencia utilizando 
un filtro UV (excitación 340- 380 nm y filtro 
de paso largo de 430 nm). 
 
Debemos tener en cuenta que esta tinción 
se blanquea muy rápidamente y debe 
protegerse de la exposición a la luz. 
 
 
C) Protocolo de imnofluorescencia:  
 
Se permeabilizan las células con PBS + 
tritón 0.2% (PBS-T 0.2%) + el suero del 
animal donde esté hecho el anticuerpo 
secundario. 
 
Tras 30 minutos lavamos con PBS 3 veces 
y se incuban con los anticuerpos primarios 
que van diluidos en el mismo PBS-T 0.2%. 
Dejamos toda la noche. 
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Lavamos de nuevo 3 veces con PBS y se 
incuba el anticuerpo secundario en PBS-T 
una hora a temperatura ambiente. Todos 
los secundarios empleados son Alexa 
Fluor(Molecular Probes). 
 
De nuevo lavamos con PBS 3 veces. A 
continuación deshidratamos las células con 
etanol 70% y dejamos secar 3 minutos.  
 
Montaje con medio protector de la 
fluorescencia con DAPI (Vectashiel with 
Dapi, H-1200, VECTOR). 
 
Cada uno de los anticuerpos que se utilizó 
se hizo en una concetración diferente y con 
un anticuerpo secundario distinto, según 
fuesen monoclonales o policlonales. 
 
Anti-laminina: (SIGMA) (1:250) 
Anticuerpo policlonal usado como 
marcador específico de membranas. 
Secundario: Donkey-antirabbit 633 (1:500) 
 
Anti-RPE65: (Abcam) (1:100) 
Anticuerpo monoclonal contra la proteína 
RPE65 específica del EPR. 
Secundario: Donkey-antimouse 488 
(1:500) 
 
Anti-Kir7.1: (Alomone) (1:100) 
Anticuerpo policlonal especifico del canal 
de cloro kir 7.1 situado en la membrana de 
las células del RPE. 
Secundario: Donkey-antirabbit 488 (1:500) 
 
Anti-Opsina LM: (Millipore) (1:250) 
Anticuerpo policlonal específico para la 
Opsina LM empleada para marcar los 
conos de la retina. 
Secundario: Donkey-antirabbit 488 (1:500) 
 
Anti-rodopsina (Abcam) (1:250) 
Anticuerpo monoclonal específico para 
detectar la Rodopsina como proteína 
específica de los bastones en la retina. 
Secundario: Donkey-antimouse 633 
(1:500) 
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ANEXO III: WESTERN BLOT 
 
 
Extracción de proteínas: 
 
En primer lugar se extraen las proteínas en 
frío, utilizando tampón RIPA (NaCl  150 
mM, tritón x 100 1%, Deoxicolato de sodio 
0.5%, SDS 0.1%, 50 mM Tris, pH8) 
suplementado con inhibidores de 
proteasas y fosfatasas (10 µl de inhibidor/ 
1 ml RIPA). Para un pellet de 106 células 
se añaden 100 µl de tampón, se 
homogenniza por agitación en vortex 
durante1 min. Se deja en hielo durante 5 
minutos y se separa el extracto de 
proteínas de los restos celulares por 
centrifugación en microcentrífuga a 12.000 
rpm a 4ºC durante 20 minutos. Se pasa el 
sobrenadante a un tubo limpio, que 
mantendremos en frío y descartamos el 
pellet. Las muestras se conservan 
congeladas a -80º. 
  
 
Cuantificación:  
 
El contenido de proteína se mide por el 
ensayo de Bradford: Se preparan dos 
réplicas de cada muestra a distintas 
diluciones y se mezclan con el reactivo de 
Bradford, lo que genera una coloración en 
las soluciones proporcional a la cantidad 
de proteína. Se mide la absorbancia en un 
espectrofotómetro y se comparan los datos 
con una recta patrón que se obtiene de las 
medidas de distintas diluciones de una 
solución de albúmina (BSA).  
 
En concreto, para preparar las diluciones 
se distribuyen en columnas de una 
microplaca de 96 pocillos: 
 
o Recta patrón: diluciones BSA/H2Od 
(0/80, 5/75, 15/65, 20/60) 
o Dilución A: 2µl de muestra + 18 µl de 
H2Od 
o Dilución B:  2 µl de A: 78 µl de H2Od 
(por duplicado) 
o Dilución C: 5µl de A + 75 µl de H2Od 
(por duplicado) 
 
 
 
 
 
Se añaden 120 µl de rectivo de Bradford a 
todos los pocillos de la recta patrón  y  a 
las diluciones B y C, que son los que se 
medirán en el espectrofotómetro. 
 
 
Preparación de las muestras para la 
electroforesis:  
 
Se incuban a 96º C durante 5 minutos 
30µg de proteína de cada muestra a 
ananlizar con tampón de carga SDS-laemli, 
que contiene SDS, beta-mercaptoetanol y 
azul de bromofenol en tampón Tris. Este 
proceso desnaturaliza todos los 
polipéptidos que componen la muestra 
antes de comenzar su separación en el 
gel. Las muestras se calientan 95ºC y se 
centrifugan.  
 
 
Electroforesis de proteínas:  
 
La separación de proteínas se realiza en 
geles de acrilamida en gradiente de 4 – 
20% (Biorad), cargando 30µg de muestra 
por carril. Se somete al gel  a 150 V de 
corriente continua hasta que la línea que 
corresponde al azul de bromofenol de las 
muestras llega al final del mismo. 
 
Transferencia, blot y revelado:  
El patrón de bandas generado por la 
electroforesis se transfiere a una 
membrana de PVDF en un sistema de 
transferencia semi-seca preparando un 
“sándwich” de papel/gel/membrana/papel 
humedecido con el tampón de 
transferencia (25 mM Tris-HCl, pH 7.6 y 
192 mM glycina) que colocamos entre los 
electrodos positivo y negativo, con la 
membrana hacia el lado positivo. Se 
somete a una corriente de 25V durante 10 
min. 
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A continuación se bloquean los sitios libres 
de la membrana incubando con el tampón 
Superblock (Thermo) a 4ºC durante 1 hora.  
En siguiente lugar, y tras lavar la solución 
de bloqueo, se incuba la membrana con el 
anticuerpo primario a 1 mg/ml durante 15 
horas a 4ºC. 
 
Se lava con PBS-0.1% de Tween-20 y se 
incuba con el anticuerpo secundario 
conjugado con HRP durante 1 hora a 
temperatura ambiente.  
 
Volvemos a lavar y ya podemos proceder 
al revelado por quimioluminiscencia 
utilizando el kit ECL plus (Amercham). El 
resultado se registra sobre una  película 
fotográfica.  
 
Los anticuerpos primarios y secundarios 
que utilizamos fueron: 
o Anti-PRPF31. Dilución 1:1000  
o Anti-Flag. Dilución 1:1000  
o Anti-GFP. Dilución 1:4000  
o HRP anti-mouse. Dilución 1:20.000 
o HRP anti-rabbit. Dilución 1:20.000 
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ANEXO IV: CONSTRUCCIÓN 
DE LOS VECTORES VIRALES 
 
 
En este proyecto se utilizó el vector 
pAAVIRES-hrGFP (AAV2-hrGFP) (Agilent 
Technologies, Catálogo # 240075) para la 
clonación del gen de interés PRPF31 
(AAV2-PRPF31).  
 
El vector pAAV-IRES-hrGFP contiene el 
promotor de citomegalovirus (CMV) y otros 
elementos para la expresión de genes a un 
alto nivel en células de mamífero. El vector 
también contiene ITR para la replicación y 
ensamble viral además de contener una 
casete de expresión dicistrónico para la 
expresión de la proteína verde fluorescente 
recombinante humanizada (hrGFP). La 
secuencia que codifica la proteína PRPF31 
humana se obtuvo a partir de un plásmido 
preparado previamente en nuestro 
laboratorio (pEGFP-C1-PRPF31), y se 
clonó en el sitio de clonación múltiple del 
AAV2-hrGFP, utilizando los sitios de 
restricción BamHI y XhoI. Además, la 
secuencia del PRPF31 por su C-terminal 
se fusionó a la secuencia de FLAGx3, por 
lo que la sobreexpresión inducida por la 
infección del virus pudo ser detectada con 
un anticuerpo anti-FLAG, manteniendo 
también la señal de hrGFP.  
Para la producción del AAV se necesitó 
una transfección triple con la construcción 
AAV2-PRPF31 junto con dos plásmidos 
auxiliares (RC y Helper) que reúnen todos 
los genes virales necesarios para el 
empaquetamiento de las partículas del 
virus. La línea celular necesaria para el 
embalaje viral es la AAV-293 Estas células 
se derivan de la HEK293 (células 
embrionarias de riñón humano) que han 
sido transformadas con DNA de 
adenovirus tipo 5 que expresan en forma 
estable el gen E1 en trans y permiten la 
producción de partículas virales cuando las 
células son co-tranfectadas con los tres 
plasmidos del AAV Helper-Free System. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
127 
 
ANEXOV: CULTIVO 
CELULAR, PRODUCCIÓN Y 
PURIFICACIÓN DE LOS 
VECTORES VIRALES 
  
   
A) CULTIVO 
Se cultivaron a partir de un stock de 
células congeladas.  
 
Medio de cultivo:  
o DMEN F2 (SIGMA®) 
o Suero bovino fetal (FBS) 10% 
o L-glutanina 1% 
o Penicilina/estreptomicina 1% 
 
1. Se descongela cada criovial en un baño 
a 37ºC. 
 
2. Se transfiere la suspensión celular del 
criovial a un tubo tipo “Falcon” de 15 ml 
con 10 ml de medio. 
 
3. Se centrifuga a 200g, 3 minutos a 
temperatura ambiente (RT).  
 
4. Se aspira el medio y se re-suspende el 
pellet en 5 ml de medio pipeteando 
sutilmente. 
 
5. Se transfieren los 5 ml de la suspensión 
celular a un frasco de 75 cm² conteniendo 
10 ml de medio y se coloca en el incubador 
a 37ºC a 5% de CO2. 
Se controla diariamente la densidad de 
crecimiento celular. Se debe realizar el 
pase de células cuando se encuentran, 
aproximadamente, al 50% de confluencia. 
 
 
B) PASE DE AAV-293 
 
1. Precalentar el medio, PBS y Tripsina-
EDTA (0.05% tripsina y 0.53 mm EDTA, 
Gibco® 15400 diluida 1:10 en PBS). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. Se aspira el medio del frasco de 75 y se 
lava una vez con 10 ml de PBS 
suavemente.  
 
3. Se colocan 5 ml de la solución tripsina-
EDTA durante 3 minutos y seguidamente 
se incativa la tripsina con 5 ml de medio. 
 
4. Se transfieren 2 ml de la suspensión 
celular a 5 frascos de 175 cm² conteniendo 
28 ml de medio y se coloca en el 
incubador. 
 
 
C) PREPARACIÓN DE AAV-293 PARA 
LA TRANSFECCIÓN 
(Agilent Technologies, Catálogo # 240073). 
 
1. Asegurarse de que la confluencia este 
alrededor de 50%. 
2. Pre-calentar el medio 10% FBS-DMEM, 
PBS, tripsina-EDTA. 
 
3. Aspirar el medio del frasco de 175 cm2 y 
lave una vez con 10 ml de PBS dejando 
que se deslice suavemente por las paredes 
del frasco para evitar que despeguen las 
células. 
 
4. Colocar 10 ml de la solución de tripsina-
EDTA por 1 a 3 min. 
 
5. Inactivar la tripsina con 10 ml de medio 
Y transferir los 20 ml de la suspensión 
celular a un Falcon de 50 ml. Agregar el 
contenido de 20 ml de otra fiola. 
 
6. Centrifugar a 200 x g por 10 min a RT, 
aspirar el medio y resuspender el pellet en 
25 ml de medio fresco.  
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7. Repetir los pasos 1 al 6 con otras dos 
fiolas de 175 cm² y reunir la suspensión 
final en un solo Falcon de 50 ml. 
 
8. Contar el número de células y anotar 
para futuras referencias. Sembrar 5 ml de 
suspensión celular en una placa de 15 cm 
conteniendo 15 ml de medio fresco. (En 
total 10 placas de 15 ml, 5 placas por 2 
fiolas de 175 cm2). Incubar a 37°C por 48 
h hasta que estén confluentes al 70-80%. 
 
 
D) TRANSFECCIÓN 
 
1. Tres horas antes de la trasfección 
aspirar el medio y coloque 15 ml de 
Iscove’s modified Dulbecco’s médium 
(IMDM) con 5% de FBS y antibióticos. 
 
2. Diluir cada plásmido pAAV-RC, pAAV-
Helper, pAAV-EGFP y pAAV-Prpf31 en TE 
buffer pH 7.5 para una concentración final 
de 1 µg/µl. 
 
3. Para 5 placas de 15cm preparar la 
siguiente solución en un tubo Falcon de 15 
ml (uno para AAV-EGFP y otro para AAV-
Prpf31): 
o 12 mL de dH2O 
o 1650 µL2.5 M CaCl2 
o 75 µLpAAV-RC 
o 75 µLpAAV-Helper 
o 75 µLpAAV-EGFP o pAAV-
PRPF31 
 
4. Esterilizar por filtración y transferir cada 
solución a un tubo Falcon de 50 ml por 
separado. 
 
5. Colocar en el vortex y agregar 
rápidamente 13 ml de 2 x HEPES buffer 
(pH 7.05) (modificación 2 x HBS buffer pH 
7,10) y continuar agitando en el vortex por 
15 segundos. Dejar reposar 1 minuto y 45 
segundos (un precipitado blando se 
formara). 
 
7. Agregar 5 ml a cada placa de 15 cm 
esparcidos y agitando suavemente. 
8. Incubar 16 h y luego aspirar el medio y 
coloque 15 ml de 10% FBS DMEM fresco. 
Dejar en incubación hasta un total de 72 h 
post-transfección. 
 
 
E) RECOLECCIÓN DEL VIRUS 
 
1. Aspirar el medio y lavar una vez con 10 
ml de PBS. 
 
2. Agregar 10 ml de PBS y separar las 
células con un rastrillo. Colocar la 
suspensión celular en un Falcon de 50 ml. 
 
3. Centrifugar a 800 x g durante 10 
minutos. 
 
4. Descartar el sobrenadante y 
resuspender el pellet en 50 ml de 150 mM 
NaCl, 20 mM Tris pH 8,0. 
 
5. Separar la solución en 2 tubos Falcon de 
50 ml (25 ml en cada uno) y agregar 1.25 
ml de 10% oxicolato de sodio (Sigma, 
D5670®) en dH2O (fc de 0.5%) en cada 
Falcon. Luego agregue benzonasa-
nucleasa 50U/ml (Sigma, E1014 a 361 U/ 
µl). 
 
6. Incubar a 37ºC una hora. 
 
7. Centrifugar a 3000 g durante 15 minutos 
y filtre el sobrenadante por sistema de 
filtración de 0.2 µm de poro y colocar todo 
el filtrado en un Falcon de 50 ml. 
 
Los tubos se pueden guardar a -20ºC o 
directamente pasar al paso de purificación. 
 
 
F) PURIFICACIÓN Y CONCENTRACIÓN 
 
La concentración y purificación de los 
vectores se realizó por columnas de 
heparina (Sigma Aldrich, Catálogo # 
54836).  
 
1. Instale las columnas de heparina HiTrap 
unidas a una bomba peristáltica ajustada 
para un flujo de 1 ml por minuto. 
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2. Equilibre las columnas con 10 ml150 
mMNaCl, 20 mM Tris, pH 8.0 evitando la 
acumulación de burbujas. 
 
3. Aspirar los 50 ml de la solución viral. 
 
4. Lavar las columnas con 20 ml de 100 
mM NaCl, 20 mM Tris, pH 8.0. 
 
5. Con una jeringa de 5 ml continúe 
lavando la columna con 1 ml 200 mM 
NaCl, 20 mM Tris, pH 8.0, seguido por 1 ml 
de 300 mM NaCl, 20 mM Tris, pH 8.0. 
 
6. Eluir el virus conectando una jeringa de 
5 mL y con presión moderada agregar un 
gradiente creciente de NaCl: 
o 1.5 ml 400 mM NaCl, 20 mM Tris,   pH 
8.0 
o 3.0 ml 450 mM NaCl, 20 mM Tris,     
pH 8,0 
o 1.5 ml 500 mM NaCl, 20 mM Tris,   pH 
8.0 
 
7. Recolecte los 6 ml en un Falcon de 15 
ml. 
 
8. Concentre el virus utilizando un filtro 
Amicon ultra-4 de centrifuga de poro para 
100.000 Da de peso molecular. 
 
9. Coloque 4 ml de la suspensión viral y 
centrifugue a 2000 x g por 2 min. 
 
10. Agregue los 2 ml del volumen restante 
de la suspensión viral y centrifugue de 
nuevo. 
 
11. Aproximadamente 50 µl deben quedar 
en el reservorio. 
 
12. Agregue 450 µl de PBS y aspire el 
contenido del reservorio. 
 
13. Hacer alícuotas de 15 µl (16) y 50 µl (5) 
guardar a -80°C. 
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ANEXO VI: CUANTIFICACIÓN 
DE LAS PARTÍCULAS 
VIRALES 
 
 
Para realizar la titulación de las partículas 
virales se transfectó la línea celular AAV-
HT1080 (Agilent Technologies, Catálogo # 
240109) y la titulación se calculó midiendo 
la fluorescencia de hrGFP por citometría 
de flujo con el kit “QuickTiter™ AAV 
Quantitation Kit”(catálogo # VPK-145): 
 
1. Mezclar 13.5 µl de muestra de AAV 
purificados con 1.5 µl de solución C 10x de 
QuickTiterTM en un tubo e incube una hora 
a 75ºC. Agite unos segundos para 
acumular la condensación. Incube 20 
minutos a temperatura ambiente.  
 
2. Prepare una muestra control no 
calentada mezclando 13.5 µl de la misma 
muestra de AAV purificados y 1.5 µl de 
solución C 10x de QuickTiterTM en un tubo.  
 
3. Transfiera 10 µl de las muestras, 
incluyendo el control, en una placa de 
microtitulación adecuada para leerse en un 
fluorómetro. Añada 90 µl de 1x tinte 
CyQuant® GR recién preparado a cada 
pocillo que contenga los 10 µl de 
sobrenadante. Lea la placa con un lector 
de fluorescencia usando un filtro de 
480/520 nm. 
 
Calcule el título de AAV en función de la 
curva estándar: 
 
1. Determine la cantidad de ADN AAV-2:  
a) Calcule la URF (unidad relativa de 
fluorescencia) neta:  
URF Neta = URF (muestra viral) – RFU 
(control negativo correspondiente a la 
muestra viral)  
 
b) Use la curva estándar para determinar la 
cantidad de ADN viral de cada muestra.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. Titulado viral:  
 
El tamaño aproximado del genoma de un 
AAV-2 es 5000 bases, por ello:  
1ng AND AAV-2 = (1x10-9) g / (5000 bases 
x 330 g/bases) x 6 x 1023 = 3.6 x 108 GC  
 
La fórmula para muestras purificadas es:  
Titulado (GC/ml) = [Factor de dilución x 
ADN AAV-2 (ng) x (3.6 x 108 GC/ng) x (15 
µL/13.5 µL)]/0.010 ml 
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ANEXO VII: EVALUACIÓN DE 
LA TOXICIDAD DE EGFP Y 
Prpf31 EN CULTIVOS 
CELULARES 661W Y HT1080  
 
 
A) PREPARACIÓN DE LAS CÉLULAS 
PERMISIVAS 
 
1. Sembrar las células AAV-HT1080 a una 
densidad de 1,5 x 105 células/cm2 en 0,2 ml 
de medio DMEN con 10% FBS en placas 
de 96 pocillos. Asegurar que las células se 
extienden equitativamente para un titulado 
preciso. 
 
2. Incubar a 37ºC toda la noche. Las 
células deben encontrarse a un 50% de 
confluencia antes de proceder a la 
transfección. 
 
 
B) DILUCIÓN Y APLICACIÓN DEL 
STOCK VIRAL CON EGFP-PRPF31 Y 
CON EGFP SÓLO 
 
1. Diluir cada stock viral de 50µl en 2ml de 
DMEN sin FBS 
 
2. Tratar las células con 20 µL de PBS 
(control negativo) o con el mismo volumen 
de una suspensión viral conteniendo la 
construcción control de AAV2-GFP 1 x 109 
pv/mL o AAV2-PRPF31 1 x 109 pv/mL. 
Dejar un stock sin virus para el control 
positivo. 
 
3. Incubar a 37ºC durante 1 o 2 horas. 
Agite con movimientos circulares las 
placas cada 30 minutos durante la 
incubación. 
 
4. Añadir 1 ml de H-DMEN al 18% 
previamente calentado en cada pocillo. 
Incubar a 37ºC durante 40  a 48 horas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C) DETECCIÓN DE LAS CÉLULAS 
INFECTADAS 
 
A continuación se realiza el test de 
viabilidad/citotoxicidad con el kit Apo Tox-
Glo™ Triplex Assay (Promega, G6321, 
Madison, WI): 
 
1. Añada 20µl del reactivo de 
viavilidad/citotoxicidad (control positivo: 
Ionomicina 100 µM) conteniendo los 
sustratos GF-AFC y bis-AAF-R110 a cada 
pocillo y mezcle brevemente mediante un 
movimiento de agitación circular (300–500 
rpm, 30 segundos). 
 
2. Incube 30-60 minutos a 37°C. 
 
3. Mida la fluorescencia a las siguientes 
longitudes de onda: 
o Viabilidad: 
Excitación: 400nm. Emisión: 505nm. 
o Citotoxicidad: 
Excitación: 485 nm. Emisión: 520 nm. 
 
4. Añada 100µl del reactivo Caspasa-Glo® 
3/7 a cada pocillo (control positivo: 
Estaurosporina 10 µM), y mezcle 
brevemente mediante un movimiento de 
agitación circular (300–500 rpm, 30 
segundos). 
 
5. Incube 30 minutos a temperatura 
ambiente. 
 
6. Mida la luminiscencia (activación de la 
caspasa, marcador de apoptosis). 
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